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RESUMEN 
 
En esta tesis se estudia la capacidad de glicosilación de enzimas α-L-
ramnosidasas, utilizando L-ramnosa, naringina y p-nitrofenil-α-L-ramnósido 
como dadores glicosílicos y alcoholes solubles en agua (metanol, etanol, n-
propanol e isopropanol), glucósidos (prunina ó naringenina-7-β-glucósido) y 
D-glucosa, como aceptores glicosílicos. 
En la síntesis de alquil-α-L-ramnósidos se utilizaron ramnósidos 
(naringina y p-nitrofenil-α-L-ramnósido) como agentes glicosilantes y 
alcoholes solubles en agua (metanol, etanol, n-propanol, isopropanol) como 
aceptores glicosílicos. Los productos de la reacción fueron analizados por 
HPLC y se confirmaron por Resonancia Magnética Nuclear (1H y 13C RMN) los 
productos etil-α-L-ramnósido, propil-α-L-ramnósido e isopropil-α-L-
ramnósido. Se realizó un estudio comparativo con la ramnosilación con L-
ramnosa (hidrólisis inversa), bajo las condiciones óptimas el transcurso de la 
reacción fue similar a esta en términos generales. Los rendimientos de las 
reacciones y las velocidades de glicosilación con naringina y p-nitrofenil-α-L-
ramnósido fueron también cercanos a los de la hidrólisis inversa. 
La regioselectividad de una serie de α-L-ramnosidasas fúngicas fue 
estudiada por hidrólisis inversa, utilizando L-ramnosa como dador y prunina 
como aceptor glicosílico, para obtener α-L-ramnosil-β-D-glucósidos. Los 
productos fueron analizados por HPLC. Con la α-L-ramnosidasa 
  
10 
proveniente de las cepas de Aspergillus terreus, Penicillum decumbens y 
Penicillum ulaiense, se obtuvo como producto principal narirrutina y otros 
productos en menor cantidad (isómeros de narirrutina (naringenina-7-β-
rutinósido)), mientras que con la enzima proveniente de la cepa de 
Aspergillus niger se obtuvo solamente narirrutina.  
La síntesis de ramnoglucósidos se estudió por hidrólisis inversa 
utilizando L-ramnosa como dador y D-glucosa como aceptor glicosílico y α-L-
ramnosidasa de Aspergillus niger. Los productos de la reacción se analizaron 
por HPLC y se confirmaron e identificaron por Resonancia Magnética Nuclear 
(1H y 13C-RMN, DEPT, 1H,1H COSY, HSQC y HMBC). Se sintetizaron por esta 
vía 6-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa (rutinosa) como producto 
mayoritario con un rendimiento (referido a la L-ramnosa inicial) del 22,1%; 
2-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa (neohesperidosa) con 3,3% y 3-O-
α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa en un 2,1%, a las 60 horas de reacción 
en las condiciones óptimas. También se obtuvieron productos de la 
autoramnosilación de L-ramnosa con un rendimiento del 1,2%. 
La cinética de la síntesis de narirrutina catalizada por α-L-ramnosidasa 
de Aspergillus niger purificada, se estudió midiendo velocidades iniciales. No 
se puede distinguir en este caso entre un mecanismo secuencial y Ping-Pong, 
pero se observó una fuerte inhibición reversible por el sustrato L-ramnosa. 
Las ecuaciones de velocidad derivadas para una inhibición competitiva junto 
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con una inhibición no exclusiva por sustrato, fueron las que ajustaron mejor 
los datos experimentales. 
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1  
INTRODUCCION GENERAL 
 
1.1. Importancia de la síntesis de glicósidos, 
oligosacáridos y derivados 
La síntesis en química orgánica tiene dos aspectos importantes: la 
preparación de moléculas con propiedades deseables para uso biológico o 
científico y el desarrollo de procesos de síntesis económicamente factibles. 
La biotecnología ofrece una alternativa interesante para la síntesis de 
derivados de productos naturales, usando microorganismos y enzimas 
(Gargouri et al. 2004). Entre estas aplicaciones se encuentran la síntesis 
enzimática de alquilglicósidos y oligosacáridos a partir de hidratos de 
carbono naturales o sus derivados y alcoholes, por hidrólisis inversa o 
transglicosilación.  
Los alquilglicósidos tienen usos industriales potenciales, como 
surfactantes no iónicos con una variedad de aplicaciones en productos 
alimenticios, detergentes, productos de limpieza, de cuidado personal, como 
químicos finos y farmacéuticos (Das-Bradoo et al. 2004). Además también 
tienen actividad antimicrobiana y son agentes solubilizantes efectivos para 
proteínas de membranas celulares (Rosevear et al. 1987). El interés en 
alquilglicósidos proviene del hecho que ellos son preparados a partir de 
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fuentes renovables naturales como azúcares y alcoholes, y son 
biodegradados fácilmente (Das-Bradoo et al. 2004).  
Los oligosacáridos son utilizados en la industria de alimentos como 
prebióticos. Los prebióticos son sustancias que no son digeridas ni 
absorbidas hasta llegar al colon y actúan como un sustrato específico para 
alguna de las bifidobacterias deseada. Las bifidobacterias, bacterias del 
tracto intestinal, tienen influencia sobre la salud humana. Ellas son 
inhibidoras del crecimiento de potenciales microorganismos patógenos por 
variación en el pH, producción de vitaminas y enzimas, reducen el nivel de 
colesterol en sangre y activan el sistema inmunológico. Una propuesta para 
incrementar el número o la actividad de las bifidobacterias es agregar a los 
alimentos una fuente de carbono selectiva (prebiótico), como un ingrediente 
adicional. La mayoría de los prebióticos comercializados en Japón y Europa 
son oligosacáridos (Boon 2000). El prebiótico lactulosa es un 
galactooligosacárido que se utiliza en fórmulas comerciales infantiles y varios 
productos lácteos, promueve la proliferación intestinal de bifidobacterias que 
crean un medio ácido que inhibe el crecimiento de bacterias indeseables 
(Kim et al. 2006). 
Los oligosacáridos también son usados en medicina como herramienta 
de diagnóstico (Johansson et al. 1986), y se va incrementando el uso de 
estos con propósitos medicinales ya que estas biomoléculas tienen 
propiedades terapéuticas (Chitradon et al. 2000). Por ejemplo en plantas 
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leguminosas utilizadas para medicina natural en China se encontró que el 
glícósido α-L-ramnopiranosil-(1→2)-β-D–galactopiranosil–(1→2)-β-D-glucu- 
ronopiranosil triterpenoidal saponina (llamado también: β-fabatriosil 
triterpenoidal saponina), es efectivo para investigaciones en hígados 
lesionados. Cuando la porción β-fabatriosil es removida, la actividad 
hepatoprotectora se reduce (Ikeda et al. 1998). 
Algunos disacáridos como por ejemplo: 6-O-α-L-ramnopiranosil-β-D-
glucopiranosa, 2-O-α-L-ramnopiranosil-β-D-glucopiranosa, 6-O-α-L-
arabinofuranosil-β-D-glucopiranosa, forman numerosos glicósidos naturales 
de importancia por su actividad biológica. Entre ellos, el glicósido naringina y 
los diglicósidos de monoterpenos son responsables del sabor amargo de los 
productos cítricos (Attaway 1977), y precursores de aromas de vinos 
(Palomo et al. 2005), respectivamente. La estructura de los azúcares de 
estos compuestos tiene importancia para la manifestación de sus 
propiedades, como la absorción de los glicósidos de flavonoides de la dieta 
en el hombre (Hollman et al. 1999), el poder antioxidante de los glicósidos 
de flavonoides cítricos (Majo et al. 2005), en la aromatización de los jugos 
de frutas, mostos y vinos (Günata et al. 1998). 
Los oligosacáridos, además son un grupo efectivo de biomoléculas 
que cumplen la función de ser señales de información requerida en varios 
procesos biológicos, como por ejemplo comunicación inter e intracelular, 
transducción, receptores en la membrana celular de hormonas, enzimas, 
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proteínas y en la regulación del crecimiento celular (Johansson et al. 1986). 
También muchos glicoconjugados tienen un rol importante en respuestas 
inmunológicas, infecciones virales y bacterianas, regulación, diferenciación, 
desarrollo e inflamación. El aislamiento de estos materiales de fuentes 
naturales es una tarea compleja y es económicamente difícil obtenerlos a 
gran escala por la baja concentración en que se encuentran. La síntesis 
química es compleja, además la estereoquímica de los oligosacáridos y sus 
derivados en la síntesis química es dificultosa. En este contexto la 
biocatálisis es atractiva porque permite la síntesis regio y estereoespecífica, 
con un mínimo de pasos de protección y desprotección (Faber 2004). 
Los oligosacáridos complejos de interés son producidos en la 
naturaleza por enzimas, y esto también es posible in vitro, usando el 
potencial de síntesis de las enzimas (Thiem 1995). Consecuentemente, es de 
interés comercial la síntesis de nuevos oligosacáridos, polisacáridos o 
productos relacionados (Perugino et al. 2004). No obstante la aplicación de 
enzimas en la industria está limitada a la fecha por su alto costo de 
producción y de purificación. En algunos casos puede solucionarse con la 
tecnología de las enzimas inmovilizadas. La inmovilización de enzimas suele 
mejorar la actividad catalítica, aumenta la termoestabilidad de la enzima y 
permite usar la enzima continua y repetidas veces. No obstante la 
inmovilización de una enzima no siempre incrementa la eficiencia en la 
reacción de síntesis; la conformación de la enzima cuando está inmovilizada 
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puede ser desfavorable para la reacción de síntesis, debido a las 
interacciones entre el soporte y la enzima (Gargouri et al. 2004). 
Aunque las enzimas hidrolíticas producen en la naturaleza una 
degradación, han sido utilizadas con éxito para síntesis, por ejemplo lipasa 
de Candida antartica se utilizó en la esterificación de rutina y naringina con 
ácidos grasos de ocho a doce átomos de carbono (Kontogianni et al. 2003), 
β-galactosidasa de Sulfolobus slofataricus en la producción de lactulosa a 
partir de lactosa y fructosa (Kim et al. 2006), α-quimiotripsina en la síntesis 
de péptidos utilizando amninoácidos o péptidos acilados como dadores a 
temperatura ambiente y aminoácidos libres a temperaturas de congelación, 
(Haensler y Jakubke 1996), β-N-acetilhexosaminidasas en la síntesis de 
disacáridos a partir de nucleótidos (Nieder et al. 2004). 
Recientemente se ha extendido el campo de síntesis enzimática en 
química orgánica a reacciones más complejas como oxidorreducciones, 
formación de unión C-C, glicosilación y transferencia de varios grupos; todas 
estas suelen ser difíciles o imposibles de llevarse a cabo con los métodos de 
síntesis convencionales. Un área de interés para el uso de las enzimas es la 
síntesis de moléculas orgánicas polifuncionales solubles en agua, 
especialmente hidratos de carbono (Wong et al. 1995a). La síntesis y 
modificación de estas moléculas llevada a cabo por enzimas es una de las 
áreas más intensamente explotadas en química orgánica, bioquímica, 
microbiología e inmunología (Kren y Thiem 1997). La glicosilación es 
considerada un método importante para la modificación estructural de 
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compuestos con actividad biológica, obteniéndose en ciertos casos 
productos con mejoras en sus propiedades. Por ejemplo aumento del poder 
edulcorante, conversión de compuestos lipofílicos en hidrofílicos que pueden 
mejorar las propiedades farmacodinámicas, estimulación en el crecimiento 
microbiano (Fernandez-Mayoralas 1997). Algunas veces uniendo un azúcar a 
una molécula, las propiedades pueden cambiar obteniéndose drogas 
originales y más efectivas (Kren y Thiem 1997). 
 
1.2. Síntesis de glicósidos, oligosacáridos y derivados 
1.2.1. Síntesis química 
Estos compuestos tienen estructuras complejas con múltiples grupos 
hidroxilos, su síntesis y modificación química requieren del uso de reacciones 
altamente selectivas. Frecuentemente requiere muchas etapas de 
protecciones y desprotecciones de grupos funcionales (Perugino et al. 2004) 
y el uso de metales pesados como catalizadores (Papanikolaou 2001). La 
manipulación de muchos grupos protectores son necesarios para el control 
de la estereoespecificidad (formación de un solo anómero) y la 
regioespecificidad (formación de la unión glicosídica 1-2, vs 1-3, vs 1-4, vs 
1-6) de los productos (Perugino et al. 2004).  
La formación selectiva de la unión glicosídica entre el carbono 
anomérico de un azúcar (dador glicosílico) y un grupo hidroxilo de otra 
azúcar, alcohol, etc. (aceptor glicosílico), presenta varios desafíos. 
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Primeramente ambos compuestos en la reacción no son reactivos y es por 
esto que el dador generalmente es activado introduciendo un grupo en el 
carbono anomérico. Los grupos más comúnmente usados son: tioles, 
sulfóxidos, haluros, tricloroacetamidatos, los cuales son también activados in 
situ durante la reacción. En segundo lugar, la reacción necesita proceder con 
alta estereoselectividad, para que se forme la unión α o β, y en tercer lugar, 
durante la formación de la unión glicosídica se necesita una alta 
regioselectividad, la cual se logra usando grupos protectores. La necesidad 
de una protección satisfactoria antes de la reacción es la razón principal por 
la cual la síntesis química de oligosacáridos requiera varios pasos. Podría 
decirse que la reactividad del glicosilo dador y aceptor depende altamente 
de la activación anomérica y de la protección de los grupos del anillo del 
azúcar (Flitsch 2000). 
 
1.2.2. Síntesis enzimática 
Los inconvenientes que se presentan en la síntesis química pueden 
ser evitados por síntesis enzimática (Ichikawa et al. 1992). Como las 
enzimas son capaces de contribuir a la solución de los aspectos 
anteriormente mencionados produciendo sustancias anoméricamente puras 
en una sola etapa, son consideradas cada vez más como una clase útil de 
catalizadores para síntesis orgánica. Se pueden alcanzar altas velocidades a 
pesar de que las reacciones catalizadas por enzimas requieren condiciones 
mucho menos extremas de temperatura, presión y pH. Además la alta regio 
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y estereoselectividad y las condiciones suaves imperantes en las reacciones 
catalizadas enzimáticamente dan una nueva oportunidad de abordar muchos 
problemas encontrados en la síntesis de compuestos orgánicos (Wong et al. 
1995b). 
La elección de la glicosilación enzimática vs. la química puede ser 
dictada por varios factores (Kren y Thiem 1997):  
1- El método químico en general es agresivo, donde se puede 
llegar a ver afectada la aglicona y la reacción no da rendimientos altos o es 
impracticable. 
2- El uso de metales pesados en la síntesis química como 
catalizadores no es aceptable a causa de su toxicidad o precios altos. Esto es 
especialmente importante en el caso de productos con uso potencial en el 
área farmacéutica y de alimentos. Por ejemplo para la síntesis de disacáridos 
se han empleado varios métodos, entre ellos la reacción de Königs-Knorr 
(utiliza sales de plata como condensante en solución de cloroformo), 
reacción de Zemplén (usa acetato mercúrico en solución de benceno), 
Helferich-Ziner (utiliza una mezcla de cianuro mercúrico y bromuro 
mercúrico en solución de acetonitrilo) (Kamiya 1967). 
3- La glicosilación enzimática puede ayudar a superar los 
impedimentos estéricos, porque es introducido un residuo glicosilo sin 
protección. Este es menos voluminoso que un dador protegido en el caso de 
la síntesis química. 
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4- Generalmente existe un sistema enzimático adecuado para una 
glicosilación efectiva y el sustrato es generalmente soluble en agua. 
5- En el caso de la glicosilación enzimática aún cuando los 
rendimientos son bajos, el sustrato que no reaccionó en muchos casos se 
puede recuperar (Boon 2000; Bechtold et al. 2006). 
6- La síntesis enzimática es una buena alternativa en la química de 
los aditivos de alimentos, donde algunas veces no es aceptado el uso de 
químicos sintéticos.  
 
1.3. Glicosidasas y Glicosiltransferasas  
Los oligosacáridos y derivados pueden obtenerse por hidrólisis de 
polisacáridos o por síntesis a partir de azúcares pequeños o glicósidos 
usando glicosiltransferasas o glicosidasas.  
Las glicosiltransferasas son las enzimas responsables de la biosíntesis 
de los oligosacáridos y glicósidos en los organismos vivientes, ellas catalizan 
la síntesis de uniones glicosídicas de una manera regio y estereoselectiva 
con alto rendimiento. Catalizan la transferencia de monosacáridos a partir de 
un dador glicosílico a un aceptor glicosílico. El uso industrial de estas 
enzimas está restringido porque los dadores glicosílicos y los cofactores de 
naturaleza nucleotídica que utilizan son caros (Watt et al. 1997). 
Las glicosidasas son enzimas hidrolíticas, también llamadas 
glicosilhidrolasas, muchas de ellas son frecuentemente comercializadas 
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como enzimas industriales, particularmente como hidrolasas en la industria 
de alimentos. Catalizan en la naturaleza la hidrólisis de uniones glicosídicas, 
consecuentemente son menos específicas que las glicosiltransferasas. In 
vitro, sin embargo bajo ciertas condiciones de actividad acuosa y 
concentración de sustratos, estas enzimas pueden catalizar efectivamente la 
reacción inversa, la de formación de uniones glicosídicas. Las glicosidasas 
son características por su estricta alta estereoselectividad, son más 
accesibles, de bajo costo, tienen buena termoestabilidad, usan dadores 
glicosílicos simples no activados, no necesitan cofactores, son más 
disponibles y más estables que las glicosiltransferasas (Fernandez-Mayoralas 
1997). Por ello las glicosidasas son enzimas que a pesar de dar reacciones 
con menor rendimiento y tener menos especificidad por el grupo aceptor del 
glicosilo que las glicosiltransferasas, han adquirido importancia en la síntesis 
de glicósidos y oligosacáridos in vitro para la obtención de glicoconjugados 
en medios acuosos con rendimientos moderados (Kouame et al. 2001). La 
unión puede realizarse por transferencia del residuo glicosílico unido a la 
enzima a un aceptor glicosílico en vez de la molécula de agua, esto se 
conoce como transglicosilación, o por condensación directa de las unidades 
de azúcar en condiciones de baja actividad acuosa y alta concentración de 
sustrato, llamada hidrólisis inversa. Aunque las glicosidasas tienen absoluto 
control sobre la configuración anomérica de la unión creada recientemente, 
ellas frecuentemente no son regioselectivas como las transferasas. La 
principal desventaja es la formación de mezclas de productos, debido a la 
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selectividad limitada de las glicosidasas con respecto al aceptor glicosílico 
(Faber 2004). Un parámetro decisivo para la regioselectividad de la enzima 
es su fuente (Rauvolfavá et al.2004). La mayor parte de las glicosidasas 
tienen preferencia por la aceptación del glicosilo sobre un grupo hidroxilo 
particular, el hidroxilo primario (MacManus y Vulfson 2000). 
 
1.3.1. Tipos de Glicosidasas 
Dependiendo de la estereoquímica del glicósido formado, con 
retención o inversión de la configuración anomérica las glicosidasas pueden 
llevar a cabo su acción catalítica por dos mecanismos distintos. Ambas 
clases de enzimas ejecutan esta tarea con ayuda de dos residuos glutamatos 
que están en el sitio activo de la enzima (Glu1 y Glu2), estos residuos actúan 
como ácido y como nucleófilo (Faber 2004).  
Para el caso de las glicosidasas que retienen la configuración (Figura 
1), en un primer paso hay un ataque nucleofílico del anión carboxilato del 
Glu2 sobre el carbono anomérico y el residuo Glu1 actúa como ácido 
produciendo la protonación del oxígeno unido al carbono anomérico. De  
esta manera queda el residuo glicosílico unido a la enzima a través de Glu2 y 
se obtiene un ión oxonio. Los grupos carboxilatos de los dos residuos de 
glutamatos, se encuentran espaciados entre sí 5,5 A° (Williams y Withers 
2000), permitiendo el ataque del nucleófilo (HNu) sobre el carbono 
anomérico y el desplazamiento del grupo saliente (ROH).  
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Figura 1: Mecanismo de retención de la configuración 
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El nucleófilo, generalmente H2O, puede ser reemplazado por otros 
nucleófilos como por ejemplo un azúcar, un alcohol primario o secundario, 
un glicósido. Esto permite invertir la naturaleza degradativa de la hidrólisis 
glicosídica hacia una dirección sintética más aprovechable. En un segundo 
paso el Glu1, actúa ahora como base, desprotona al nucleófilo (HNu) y este 
se une al intermediario covalente glicosil-enzima por la misma cara del anillo 
piranósico de donde ha sido eliminado el grupo saliente. Ambos pasos se 
llevan a cabo por una reacción de sustitución nucleofílica bimolecular (SN2), 
donde la retención de la configuración resulta a través de una doble 
inversión de la configuración. Los dos estados de transición tienen carácter 
de ión oxonio (Faber 2004). 
Las glicosidasas que invierten la configuración anomérica (Figura 2) lo 
hacen en un solo paso, a través de un único estado de transición con 
carácter de ión oxonio. Los dos residuos glutamatos ubicados en el sitio 
activo de la enzima se encuentran espaciados entre sí 9-10 A° (Williams y 
Withers 2000), permitiendo la presencia del nucleófilo (HNu).  El nucleófilo 
ataca el carbono anomérico y provoca la salida de la porción anomérica 
ayudado por los residuos glutamatos y de esta manera se produce la 
inversión de la configuración, por una reacción de sustitución nucleofílica 
bimolecular (SN2) (Faber 2004). 
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Figura 2: Mecanismo de inversión de la configuración 
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1.4. Reacciones controladas termodinámicamente y 
cinéticamente 
Las glicosidasas pueden ser usadas para catalizar la síntesis de 
oligosacáridos por dos caminos diferentes: hidrólisis inversa o 
transglicosilación (Fernandez-Mayoralas 1997). La diferencia está en la 
naturaleza del glicósido dador. En la hidrólisis inversa la reacción se lleva a 
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cabo por ejemplo con un monosacárido libre (no activado), como sustrato, 
mientras que en la transglicosilación se utiliza como dador un glicósido 
activado, es decir la porción aglicona debe tener buenas propiedades para 
favorecer la salida del grupo glicosílico (Faber 2004). Ambas reacciones se 
pueden llevar a cabo en un sistema monofásio o bifásico (Ismail et al. 
1999b), (Ismail et al. 1999a), lo que depende de la solubilidad del dador y 
aceptor glicosílico.  
 
1.4.1. Hidrólisis Inversa 
En la síntesis por hidrólisis inversa la enzima promueve la 
condensación directa de un dador glicosílico con un aceptor glicosílico 
(nucleófilo) (Garcia-Garibay et al. 2000), para dar el glicósido y agua. Esta 
reacción depende de un equilibrio que es fijado termodinámicamente (van 
Rantwijk et al. 1999). 
                                
                                   Enzima   
        Gly-OH  +  R1-OH                                   Gly-OR1  +  H2O 
 
Dador glicosílico: Gly-OH    
Aceptor glicosílico: R1-OH 
 
 
El aceptor glicosílico (nucleófilo) ataca al complejo enzima-sustrato 
formado para dar el producto deseado. Al mismo tiempo el agua también 
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ataca como nucleófilo y tiene lugar una competencia de la hidrólisis del 
complejo enzima-sustrato. La hidrólisis es favorecida termodinámicamente y 
el producto formado también esta sujeto a hidrólisis. La máxima 
concentración de producto obtenida depende de la velocidad de 
transferencia, velocidad de hidrólisis y la estabilidad del producto de 
reacción, el cual está determinado por la relación entre ambas velocidades. 
Estas velocidades dependen de la enzima, de aquí que la elección o 
selección conveniente de la enzima es muy importante (Rauvolfová et al. 
2004). También la selección del nucleófilo y su concentración juegan un 
papel importante en el rendimiento que se pueda obtener. Por supuesto que 
la actividad acuosa, el pH, fuerza iónica, temperatura, composición del 
medio también influyen en el rendimiento del producto. 
La síntesis de glicósidos por hidrólisis inversa (Figura 3, paso A) tiene 
dificultades, el equilibrio es desfavorable, la selectividad es baja cuando 
existen varios grupos aceptores equivalentes (Tyl et al. 2004) y los 
rendimientos en general no son altos. Las condiciones de la reacción deben 
ser cambiadas para mejorar el rendimiento en el equilibrio. Se buscan 
condiciones bajo las cuales la concentración del glicósido a sintetizar (Gly-
OR') sea la mayor posible en el equilibrio, por ejemplo, aumentando la 
concentración del dador o aceptor, disminuyendo la actividad acuosa, 
(Balogh et al. 2004). Los rendimientos obtenidos en general son del 10 al 25 
% frente a la transglicosilación (40 %), pero la ventaja es que no se forman 
productos secundarios hidrolíticos (Bruins et al. 2003). Hay formas de 
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incrementar el rendimiento de estas reacciones, por ejemplo removiendo el 
producto una vez formado, Bechtold et al. (2006) proponen biocatálisis 
integrada con cromatografía continua, con la cual se elimina el producto y se 
recircula el sustrato al reactor donde ocurre la biotransformación. Los 
azúcares pueden ser separados a gran escala usando carbón activado (Boon 
2000; Bechtold et al. 2006). El carbón activado fue utilizado por Ajisaka et 
al. (1987) en el estudio de la síntesis de disacáridos utilizando 
monosacáridos como sustrato y β-galactosidasa como catalizador. El 
procedimiento se basa en la adsorción preferencial sobre carbón activado de 
los disacáridos sobre los monosacáridos, de esta forma se elimina el 
producto del sistema, se avanza así hacia la formación del disacárido y 
aumenta el rendimiento de la reacción (Ajisaka et al. 1987, Fernandez-
Mayoralas 1997).  
La hidrólisis inversa es la reacción preferible para estudiar la regio y 
estereoselectividad de la enzima, así como la cinética de la reacción, es un 
caso particular de la reacción de transglicosilación donde la aglicona del 
glicosilo dador es el agua. 
 
1.4.2. Transglicosilación 
La reacción de síntesis de oligosacáridos vía transglicosilación (Figura 
3, paso B) es controlada cinéticamente ya que la formación del oligosacárido 
depende del grado de partición del intermediario Glicósido-Enzima entre la 
reacción de transferencia y la reacción hidrolítica. El glicósido formado 
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durante la reacción es también un sustrato para la enzima, causando la 
hidrólisis (Figura 3, paso C).   
Figura 3: Glicosilación controlada cinética y termodinámicamente 
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La mayor concentración del producto de interés se alcanza en etapas 
intermedias de la reacción y disminuye cuando se avanza hacia el equilibrio. 
El requerimiento que debe tener el dador glicosílico es que se transfiera más 
rápido que la hidrólisis del producto formado (Fernandez-Mayoralas 1997). 
                                    ROH                   H2O   
   Gly-OR + Enzima            [Gly-Enz]                Gly-OH + Enzima 
                                                R1OH 
                                          Gly-OR1 
 
Gly-OR: Dador glicosílico 
R1OH: Aceptor glicosílico 
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El aceptor se lo debe emplear en concentración más alta que el dador 
para minimizar las autoglicosilaciones, también el dador glicosílico puede 
agregarse en forma continua para evitar la presencia de altas 
concentraciones durante todo el tiempo de la reacción (Balogh et al. 2004). 
En general en la síntesis por transglicosilación las reacciones son más 
rápidas y se obtiene mayor cantidad de producto que en la hidrólisis inversa.  
 
1.4.3. Dadores y aceptores glicosílicos 
Muchos compuestos han sido usados como dadores glicosílicos, 
principalmente glicósidos de arilo: por ejemplo p-nitrofenil-β-D-galactósido 
(Thiem 1995), o-nitrofenil-β-glicósidos (Vic et al. 1995), p-nitrofenil-β-D-
glucopiranósidos (Ducret et al. 2006), p-nitrofenilglucósidos (pNF-α-D-Glc, 
pNF-α-D-Glc-(1→4)-α-D-Glc, pNF-β-D-Glc-(1→4)-α-D-Glc), p-nitrofenil-α-D-
galactopiranósido, p-nitrofenil-α-D-manopiranósido (Andreotti et al. 2006); 
glicósidos fluorados (Williams y Withers 2000); carbohidratos como por 
ejemplo lactosa, glucosa (Garcia Garibay 2000), manosa, maltosa, treosa, 
sacarosa, almidón (Andreotti et al. 2006) y glicosil-azidas son dadores 
nuevos muy eficientes por su alta solubilidad en agua (Fialová et al. 2005). 
Los disacáridos son dadores menos poderosos que los glicósidos de arilo y 
generalmente dan menor cantidad de productos de transglicosilación. Sin 
embargo los glicósidos de arilo son sustancias más caras que los disacáridos 
naturales, por lo que se buscan condiciones y procedimientos más 
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convenientes que permitan usar los azúcares, así la lactosa ha sido usada 
como dador glicosílico obteniéndose una aceptable cantidad de producto 
(Fortun y Colas 1991).  
Varios azúcares y glicósidos incluyendo glucosa, xilosa, sorbosa, 
inositol, sacarosa, maltosa, lactosa, hesperidina (Park et al. 1998), alcoholes 
alifáticos y alicíclicos, fenoles, esteroides, terpenos (Kren y Thiem 1997), 
piridoxina, glicerol (Andreotti et al. 2006), celobiosa, rafinosa, isomaltosa, 
isomaltulosa (Schroder et al. 2004), han sido usados como aceptores para 
reacciones de síntesis.  
 
1.5. Flavonoides y su uso como dadores de glicosilo 
Los flavonoides son uno de los grupos más numerosos y ampliamente 
distribuidos en productos naturales, principalmente se encuentran en las 
plantas superiores. Los cítricos son una fuente importante de flavonoides y 
se ha encontrado en ellos la presencia de tres tipos: flavanonas, flavonas y 
flavonoles. Todos contienen 15 átomos de carbono en su núcleo básico, 
tienen un esqueleto común de difenilpirano (C6-C3-C6) (Pino 1997), 
(Rouseff 1980). 
Las flavanonas son los flavonoides más abundantes en los cítricos y se 
encuentran como glicósidos, con una, dos o tres unidades de azúcar. El 
azúcar está unido a uno de los grupos hidroxilos de la aglicona, 
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generalmente en la posición 7 ó 3 y sólo en pocos casos en las posiciones 
4´, 3´, ó 5. 
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El azúcar que más comúnmente se une a la aglicona es un disacárido 
formado por L-ramnosa (6-deoxi-manosa) y D-glucosa. Estos monosacáridos 
están unidos entre sí por unión glicosídica α (1→2) o α (1→6), obteniéndose 
los disacáridos neohesperidosa (2-O-α-L-ramnopiranosil-β-D-glucopiranosa) 
y rutinosa (6-O-α-L-ramnopiranosil-β-D-glucopiranosa) (Figura 4). 
  
Figura 4: Disacáridos de flavanonas 
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Estos disacáridos se enlazan a la aglicona por un enlace β-glucosídico 
del C-1 de la glucosa al hidroxilo del C-7 de la flavanona, dando lugar a un 
par de glicósidos isómeros por cada aglicona. Esto tiene importancia desde 
el punto de vista organoléptico, los β-neohesperidósidos son amargos, 
mientras que los β-rutinósidos son insípidos. La aglicona es insípida, 
mientras que el disacárido neohesperidosa es insípido y la rutinosa es 
ligeramente dulce (Horowitz y Gentili 1969), (Koeppen 1969). El amargor 
sólo se observa cuando el disacárido neohesperidosa y la aglicona se unen 
en posición 7. 
La naringina (naringenina-7-β-neohesperidósido), neohesperidina 
(hesperitina-7-β-neohesperidósido) y hesperidina (hesperitina-7-β-
rutinósido) son los glicósidos de flavanonas más abundantes en las frutas 
cítricas (Figura 5). 
La naringina se encuentra en el pomelo y naranjas amargas, la 
neohesperidina en naranjas amargas y la hesperidina en naranjas dulces y 
limones. La concentración de estos flavonoides es más alta en la fruta 
inmadura de tamaño pequeño que en la madura. Debido a la alta 
concentración en que están presentes los flavonoides en los cítricos, 
principalmente en las cáscaras, su obtención como subproductos es de 
interés como vía para diversificar la industria procesadora de cítricos 
(Vincent 1962; Braddock 1995).  
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Figura 5: Glicósidos de flavanonas abundantes en cítricos 
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Los flavonoides presentan alta actividad biológica por lo que su acción 
farmacológica y bioquímica es extensa, son bien conocidas sus actividades 
contra la fragilidad capilar (bioflavonoides de género Citrus: rutina y 
derivados), dilatadores de coronarias (proantocianidinas de Crataegus y 
Arnica y Gingko), espasmolítica (glicósidos de apigenina), antihepatotóxica 
(silimarina de Silybum), colerética y diurética (Lock de Ugaz 1994), 
anticancerígena, mejoran la microcirculación  (Tsimogiannis y Vassiliki 2006) 
y reducen la agregación de los eritrocitos en pacientes con insuficiencia 
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venosa crónica o diabéticos (Waldworth y Faulds 1992). También a los 
flavonoides se les atribuyen actividades antioxidante, antiinflamatoria, 
antimicrobiana, estrogénica (Cushnie y Lamb 2005) y acción fungitóxica a 
las isoflavonas de algunas especies de Lupinus (Lock de Ugaz 1994), 
(Benavente Garcia et al. 1997). Los flavonoides presentan potenciales 
propiedades antioxidantes en aceites, grasas y emulsiones (Tsimogiannis y 
Vassiliki 2006). Una de las mayores aplicaciones de los flavonoides cítricos 
esta en la producción de dihidrochalconas de la naringina y neohesperidina, 
las cuales son intensamente dulces, se las utiliza en la edulcoración de 
bebidas refrescantes y en la formulación de yogurt de bajo contenido 
calórico (Montijano 1996).  
 
1.6 α -L-ramnosidasa 
La enzima α -L-ramnosidasa (EC 3.2.1.40) es una enzima hidrolítica, 
es el principal componente del complejo enzimático comercial naringinasa y 
hesperidinasa. Los cultivos comerciales y los filtrados de cultivos son 
frecuentemente mezclas de α-L-ramnosidasa y β-D-glucosidasa. La 
purificación de α-L-ramnosidasa y posterior aplicación se facilita a partir de 
filtrados de cultivos con bajo contenidos de β-D-glucosidasa. Los complejos 
naringinasa y hesperidinasa son usados en la industria de los jugos cítricos, 
en particular en el desarmagado de jugos, como el pomelo, por hidrólisis de 
la naringina y en la reducción de la turbiedad en jugo de naranja por 
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hidrólisis de la hesperidina (Kometani et al. 1995). Otra aplicación consiste 
en el realce del aroma de jugos de frutas (manzana, durazno, damasco, 
tomate, ananá, cereza, pera, papaya, banana, etc.), mostos y vinos 
liberando los aromas por hidrólisis enzimática de los glicósidos precursores 
(Gunata et al. 1988; Spagna et al. 2000). 
La α-L-ramnosidasa hidroliza enlaces liberando L-ramnosa de 
glicósidos, glicolípidos y otros productos naturales. Por ejemplo cuando 
cataliza la hidrólisis de naringina se obtiene como producto L-ramnosa y 
prunina.  
O
CH2OH
OH
O
OH
CH3
OH OH
O
O
OH
O
O
OH
1
OH
O
CH3
OH OH
OH
OH
  +   
O
CH2OH
OH
OH
O
O
OH
OH
O
OH
              
naringina                                       L-ramnosa                              prunina         
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La acción específica de esta enzima sobre diversos ramnósidos 
naturales permite, entre otras, cosas su utilización para poner en claro la 
estructura de glicósidos biológicamente importantes y polisacáridos 
bacterianos (Michon 1987). La L-ramnosa y otros productos de la hidrólisis 
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de ramnósidos naturales (Cheetham y Meakins 1989; Cheetham y Quail 
1989) tienen importantes aplicaciones, tanto desde el punto de vista básico 
como a escala industrial, siendo intermediario en la síntesis de varios 
compuestos de interés farmacéutico y utilizándose también en la industria 
cosmética. De la hidrólisis de los glicósidos hesperidina y naringina se 
obtiene, por un lado la ramnosa y por otro, el glucósido de la hesperetina y 
prunina respectivamente, que tienen potenciales aplicaciones. 
Las glicosilaciones catalizadas por glucosidasas, galactosidasas y 
glucanasas han sido intensivamente estudiadas. Sin embargo, esto no ha 
sido de esta manera para las α-L-ramnosidasas, en la bibliografía no se 
encuentran frecuentemente estudios referidos a transramnosilaciones o 
ramnosilaciones por hidrólisis inversa. Sin embargo la L-ramnosa es un 
constituyente de glicósidos y oligosacáridos de importantes propiedades 
biológicas, sensoriales y farmacéuticas (Havsteen 1983, Hagedorn y 
Kaphammer 1994, Gallego et al. 2001), por lo que la síntesis enzimática de 
estos compuestos puede ser de gran importancia. Por ejemplo los 
ramnolípidos pueden ser usados en remediación de suelos, como agentes 
antifitovirales y zoosporicidas (Lang y Wullbrandt 1999; Nitschke et al. 
2005). 
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1.7. Objetivos de la tesis 
Para la realización de esta tesis se plantearon los siguientes objetivos:  
 Determinar la efectividad de la enzima α-L-ramnosidasa de distintas 
fuentes en la ramnosilación de alcoholes, glucosa y glucósidos, y la 
regioselectividad en la síntesis de ramnósidos. 
 Estudiar el comportamiento de flavonoides naturales como naringina, 
etc., como dadores de ramnosilo, considerando que es una sustancia 
de menor costo y de potencial producción en la región. 
 Estudiar las condiciones óptimas (pH, temperatura, etc) de 
transglicosilación comparativamente con las de reacción de hidrólisis 
inversa ya que ambos procesos suelen mostrar distintos valores 
óptimos. 
 Estudiar la cinética del proceso de glicosilación y encontrar posibles 
modelos que la interpreten. 
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2 
 
Síntesis de alquil-α-L-ramnósidos por 
glicosilación enzimática de alcoholes solubles en 
agua con ramnósidos como dadores glicosílicos 
 
2.1 Introducción 
Las enzimas han adquirido importancia como catalizadores en la 
síntesis de glicósidos y oligosacáridos, debido a que son capaces de producir 
sustancias anoméricamentes puras en una sola etapa (van Rantwijk et al. 
1999). Con este fin pueden utilizarse dos metodologías, como ya se explicó 
en el capítulo 1:  
• Hidrólisis inversa, donde las condiciones termodinámicas producen 
la inversión de la reacción catalizada normalmente. 
• Transglicosilación, donde el grupo glicósido es transferido por un 
glicosilo dador al grupo alcohol del aceptor. 
 
Las glicosidasas catalizan la síntesis de alquilglicósidos 
anoméricamente puros en un solo paso. Tienen absoluta selectividad con 
respecto a la estereoquímica del centro anomérico y alto grado de 
selectividad entre hidroxilos primarios, secundarios y terciarios, siendo el 
orden de reactividad: primario > secundario > fenoles. El alcohol terciario no 
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es catalizado (van Rantwijk 1999), este comportamiento puede atribuirse a 
que estéricamente el ataque nucleofílico está menos favorecido 
(Makropoulou et al. 1998). 
Los alquilglicósidos son un grupo de surfactantes no iónicos (Das-
Bradoo et al. 2004) y son útiles para la industria de alimentos, farmacéutica 
y de cosméticos. Ellos son unos de los candidatos más promisorios para los 
nuevos surfactantes (Jiang et al. 2004). 
Los alquilglucósidos han sido sintetizados por hidrólisis inversa y por 
transglicosilación utilizando α y β-glucosidasas (Vulfson et al. 1990; Chahid 
et al. 1992; Vic y Crout 1994; Crout et al. 1994; Vic y Crout 1995 
;Panintrarux et al. 1995; Kosary et al. 1998; Ismail y Ghoul 1996; 
Papanikolaou 2001; Ducret et al. 2006), β-galactosidasas (Stevenson et al. 
1993; Ismail y Ghoul 1996; Trincone et al. 1991; Das-Bradoo et al. 2004) y 
β-xilosidasas (Drouet et al. 1994), α-amilasas (Larsson et al. 2005). 
La síntesis de alquilramnósidos depende fuertemente del contenido de 
solvente en el sistema, el mismo aceptor puede utilizase como solvente (van 
Rantwijk 1999), pero una cierta cantidad de agua es necesaria para 
mantener la actividad de la enzima (Vic y Thomas 1992). El rendimiento 
depende de la actividad acuosa, del largo de la cadena del alcohol utilizado 
como aceptor glicosílico y del tipo de grupo hidroxilo que tenga el alcohol 
(Chahid et al. 1992). Las condiciones de la reacción deben ser las óptimas 
para que la concentración del glicósido a sintetizar sea la mayor posible en el 
equilibrio. 
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Las glicosilaciones catalizadas por glucosidasas, galactosidasas y 
xilosidasas están bien documentadas como ya se explicó, pero esto no ha 
sucedido para las ramnosidasas. En bibliografía no se encuentran 
frecuentemente estudios referidos a ramnosilaciones o transramnosilaciones.  
Como ya se ha mencionado, la enzima α-L-ramnosidasa: 
• Hidroliza enlaces α-glicosílicos, liberando ramnosa de glicósidos, 
glicolípidos y otros productos naturales. La acción específica de 
esta enzima sobre diversos ramnósidos naturales permite su 
utilización para elucidar la estructura de glicósidos biológicamente 
importantes y polisacáridos bacterinos (Michon 1987)  
• Es el principal componente del complejo enzimático comercial 
naringinasa y hesperidinasa. Los cultivos comerciales y los filtrados 
de cultivos son frecuentemente mezclas de α-L-ramnosidasa y β-D-
glucosidasa.  
• Es una glicosidasa que bajo ciertas condiciones es capaz de 
sintetizar uniones glicosídicas. 
En el presente capítulo se investiga la capacidad de transramnosilación 
de las enzimas α-L-ramnosidasas de las cepas de Aspergillus niger  y 
Penicillum decumbens, en la síntesis de alquil-α-L-ramnósidos por 
glicosilación con alcoholes solubles en agua utilizando ramnósidos (naringina 
y p-nitrofenil-α-L-ramnósido), como dadores glicosílicos, comparando los 
resultados con los de la síntesis por hidrólisis inversa. 
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2.2. Materiales y métodos 
2.2.1. Materiales 
Se empleó naringina, p-nitrofenil-α-L-ramnósido, p-nitrofenil-β-D-
glucósido, metil-α-L-ramnósido, QEAE-celulosa (fase-flow) y L-ramnosa de 
SIGMA (St. Louis, Missouri). Los otros reactivos utilizados fueron de grado 
analítico. La preparación comercial de naringinasa de Aspergillus niger fue 
obtenida de Tanabe HPS 11518 (Osaka, Japón) y la naringinasa de la cepa 
de Penicillum decumbens lote 121HO2591 de SIGMA. 
 
2.2.2. Ensayos de actividad 
2.2.2.1. Ensayo de actividad de α-L-ramnosidasa 
La actividad de la α-L-ramnosidasa fue determinada usando p-
nitrofenil-α-L-ramnopiranósido (p-NFR) de acuerdo al método descripto por 
Romero et al. (1985). El sustrato es hidrolizado por la α-L-ramnosidasa (α-
Rsa) para dar L-ramnosa y p-nitrofenol. 
 
    
O
CH3
OH OH
OH
O NO2
     α-Rsa      
O
CH3
OH OH
OH
OH
+
NO2HO
 
                 p-NFR                                      L-ramnosa                                    p-nitrofenol 
 
El progreso de la reacción se siguió midiendo el cambio de 
absorbancia generado por el p-nitrofenol producido, que es de color amarillo 
Capítulo 2: Síntesis de alquil-α-L-ramnósidos  
 
 
53 
en medio básico, a 400 nm donde presenta el máximo de absorbancia. A 
diferencia del método de Romero et al. se empleó una solución reguladora 
ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 4,0 para la enzima de A. niger, en 
vez de la solución reguladora ftalato ácido de potasio / HCl 0,1 M pH 3,5. 
El procedimiento fue el siguiente: a 0,5 ml de p-NFR 1,75 mM disuelto 
en la solución reguladora apropiada para cada enzima se le agregó 20 µl de 
una dilución conveniente de la enzima. La mezcla se incubó a 50°C, se 
tomaron alícuotas de 25 µl cada 2 minutos durante 12 minutos que se 
agregaron sobre 1,5 ml de NaOH 0,5 M enfriados en baño de hielo. 
La absorbancia del p-nitrofenolato de sodio formado se midió a 400 
nm (coeficiente de absortividad molar del p-nitrofenolato de sodio ε400: 
21,44 mM–1cm–1) (Romero et al. 1985). 
La unidad de actividad para las enzimas (U) se tomó como la cantidad 
de catalizador que libera 1 µmol de p-nitrofenol por minuto a 50 ºC. 
 
2.2.2.2. Ensayo de actividad de β-D-glucosidasa 
La actividad de β-D-glucosidasa fue determinada usando p-nitrofenil-
β-D-glucósido (p-NFG), de acuerdo al método descripto por Kohchi et al. 
(1985), el sustrato es hidrolizado por la β-D-glucosidasa de acuerdo a la 
siguiente reacción: 
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O
OH OH
CH2OH
OH
O NO2
  β-D-glucosidasa
NO2HO
+
  
O
CH2OH
OH
OHOH
OH  
  p-NFG                                                             p-nitrofenol                            D-glucosa 
 
El progreso de la reacción se siguió midiendo el p-nitrofenol 
producido, que es de color amarillo en medio básico. A diferencia del 
método de Kohchi et al. se empleó como medio básico NaOH 0,5 M en vez 
de Na2CO3 0,5 M, la solución reguladora utilizada fue ácido cítrico / citrato 
de sodio 50 mM pH 4,0 (Ellenrieder et al. 1998), en lugar de la solución 
reguladora fosfato de sodio 50 mM pH 6,5. 
El procedimiento fue el siguiente: a 0,4 ml de p-NFG 1mM disuelto en 
la solución reguladora adecuada para cada enzima, se agregó 20 µl de una 
dilución conveniente de la enzima. La mezcla se incubó a 50 °C y a los 5 
minutos se agregó 1,5 ml de NaOH 0,5 M. La absorbancia del p-nitrofenol 
formado se leyó a 400 nm (coeficiente de absortividad molar del p-
nitrofenolato de sodio ε400: 21,44 mM–1cm –1). 
Una unidad de actividad (U) se tomó como la cantidad de catalizador 
que libera 1 µmol de p-nitrofenol por minuto a 50 ºC. 
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2.2.3. Inactivación de β-D-glucosidasa en naringinasa por 
tratamiento alcalino 
Soluciones de 4 mg ml-1 de naringinasa de P.decumbens preparadas 
en la solución reguladora glicina / NaOH 10 mM pH 12, se incubaron a 30 ºC 
durante 7 horas. Luego se las llevó a pH 4,0 con ácido clorhídrico diluido 
(Ellenrieder et al. 1998). Se determinó actividad α-L-ramnosidasa y β-D-
glucosidasa antes y después de la inactivación. 
 
2.2.4. Síntesis de alquil-α-L-ramnósidos 
Para la glicosilación con naringina al 10 %, se preparó una solución 
sobresaturada de naringina disolviendo el flavonoide en la solución 
reguladora ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM a distintos pH, a 90-100 ºC 
y enfriando luego a temperatura ambiente. Los alcoholes (metanol, etanol, 
n-propanol e isopropanol) y la enzima fueron agregados a la mezcla, 
teniendo un volumen final de 10 ml. Se incubó a distintas temperaturas en 
erlermeyers herméticamente cerrados bajo agitación a 140 rpm. Se tomaron 
distintas muestras a distintos tiempos que fueron inactivadas a baño maría 
hirviente. Para la determinación de L-ramnosa y alquilramnósidos las 
muestras inactivadas fueron mantenidas a 4 ºC toda la noche, luego 
centrifugadas y tratadas en una columna de QEAE-celulosa para eliminar 
naringina y prunina (sección 2.2.6). Cuando la concentración de producto fue 
baja, las muestras fueron secadas en un evaporador al vacio (Heto Lab 
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Equipment, Allerod, Denmark) y redisueltas en una alícuota apropiada de 
agua para su determinación por HPLC. 
Para la glicosilación con p-nitrofenil-α-L-ramnósido (p-NFR) se 
utilizaron tubos cerrados herméticamente que contenían soluciones de p-NFR 
20 mM, preparadas en solución reguladora ácido cítrico / citrato de sodio 50 
mM a distintos pH, metanol y la enzima incubándose a distintas 
temperaturas. 
En todos los casos se trabajó por duplicado y la desviación estándar de 
las mediciones está indicada numéricamente en tablas y como errores de 
barras en las figuras. Los gráficos y cálculos estadísticos fueron realizados 
con el programa PRISM (Graph Pad, San Diego CA.). 
La síntesis de los estándares etil-α-L-ramnósido, propil-α-L-ramnósido 
e isopropil-α-L-ramnósido se realizó por hidrólisis inversa, incubando a 50 ºC 
tres erlermeyers herméticamente cerrados que contenían soluciones al 3 % 
de L-ramnosa (0,18 M) en solución reguladora ácido cítrico / citrato de sodio 
50 mM a pH 4,0, con soluciones de etanol 30%, propanol 10 % e 
isopropanol 20 %, en presencia de 15 U ml-1 de la enzima de A. niger.  
  
2.2.5. Métodos analíticos 
Reactivos y productos fueron medido por cromatografía líquida de alta 
presión (HPLC) en un equipo Shimadzu LC-4 (Kyoto, Japón), utilizando las 
siguientes condiciones: 
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a) Para Flavonoides incluyendo naringina y prunina una columna C8 
Waters Spherisorb (250 mm x 5 mm), 5 µm, con acetonitrilo/agua 32:68 
como eluyente, detector UV (280 nm) y flujo de 0,8 ml min-1. 
 b) Para L-ramnosa y metil-α-L-ramnósido una columna NH2 Waters 
Spherisorb (250 mm x 5 mm), 5 µm, con acetonitrilo/agua 85:15 como 
eluyente y detector Índice de Refracción (IR) velocidad de flujo 0,8 ml min-1. 
c) Para etil-α-L-ramnósido, propil-α-L-ramnósido e isopropil-α-L-
ramnósido una columna C8 Waters Spherisorb (250 mm x 5 mm), 5 µm, con 
acetonitrilo/agua 7,5:92,5 como eluyente, velocidad de flujo de 0,8 ml min-1 
y detector IR. 
La glucosa fue determinada por el Test de Glucosa Oxidasa (Wiener 
Laboratorios S.A.I.C., Rosario, Argentina). 
Los productos etil-α-L-ramnósido, propil-α-L-ramnósido e isopropil-α-
L-ramnósido fueron purificados por HPLC utilizando una columna preparativa 
Shim-pack PREP-ODS (250 mm x 20 mm, Shimadzu, Kyoto, Japón), 
acetonitrilo:agua 10:90 como eluyente, una velocidad de flujo de 4 ml min-1 
y detector IR. Los picos correspondientes a los alquilramnósidos de varias 
corridas fueron recolectados y secados por evaporador al vacío (Heto Lab 
Equipment, Allerod, Denmark), para su posterior análisis por Resonancia 
Magnética Nuclear. 
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2.2.6. Separación de Flavonoides de alquilramnósidos y de L-
ramnosa 
Los flavonoides naringina y prunina fueron separados de los 
alquilramnósidos y ramnosa por cromatografía en columna utilizando, una 
columna (SIGMA) de 0,7 x 7,5 cm de QEAE-celulosa. La columna fue 
equilibrada con la solución reguladora Na2CO3 / NaHCO3 20 mM pH 10,0. Se 
sembró 0,5 ml de muestra y se recogieron fracciones de 1 ml. La muestra 
fue eluida con la misma solución reguladora y se midió absorbancia a 280 
nm a cada fracción, separando luego las fracciones con flavonoides. 
 
2.2.7. Identificación de alquilramnósidos por RMN 
Para el análisis de los alquilramnósidos sintetizados y purificados por 
HPLC, se realizaron espectros de Resonancia Magnética Nuclear 1H y 13C 
RMN en una dimensión (Apéndice-A). Los espectros se registraron en un 
equipo Brucker AC 200 MHz (Universidad Nacional de Córdoba), se empleó 
dimetil sulfóxido deuterado (DMSO-d6) como disolvente, tetra metil silano 
(TMS) como referencia interna y se trabajó a temperatura ambiente. Los 
valores de desplazamientos químicos (δ) se expresan en ppm, en relación al 
disolvente empleado como referencia interna y las constantes de 
acoplamiento en Hertzios (Hz). Las multiplicidades de las señales en los 
espectros 1H RMN se describen como: s=singlete, d=doblete, t=triplete, 
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sex.=sexteto, sept.=septeto, m=multiplete. Las FID´s (decaimiento libre de 
la inducción) se procesaron con el software WIN-NMR (Brucker, Alemania). 
 
2.3. Resultados y Discusión 
2.3.1. Determinación de la actividad α-L-ramnosidasa y β-
glucosidasa 
Se determinaron las actividades de α-L-ramnosidasa y β-D-
glucosidasa, de las enzimas naringinasa de A. niger HPS 11518 y P. 
decumbens lote 121HO259.  
La enzima de A. niger HPS 11518 presentó 18,9 U mg-1 de actividad α-
L-ramnosidasa y 7,4 10-3 U mg-1 de actividad β-glucosidasa, mientras que la 
enzima de P. decumbens lote 121HO259 presentó actividad de 3,06 U mg-1 y 
0,3 U mg-1 respectivamente. 
Para la síntesis de alguilramnósidos es de interés la enzima α-L-
ramnosidasa. La β-glucosidasa se encuentra en apreciable cantidad en la 
enzima de P. decumbens (actividad de β-glucosidasa / actividad de α-L-
ramnosidasas =0,1), por lo que se la inactivó en medio alcalino según lo 
explicado en la sección 2.2.3 (Ellenrieder et al. 1998). Luego de la 
inactivación la actividad β-glucosidasa fue de 0,05 U mg-1. La enzima de la 
cepa de A. niger se la utilizó sin inactivar por su baja relación de actividades 
β-glucosidasa / α-L-ramnosidasas de 3,92 10-4. 
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2.3.2. Identificación de los productos de síntesis 
Los cromatogramas de los productos de la síntesis se muestran en la 
Figura 1. Usando una columna NH2, se obtuvo una buena separación de L-
ramnosa y metil-α-L-ramnósido (tR=5,43 minutos),(Figura 1-a), sin embargo 
el tiempo de retención (tR) de etil-α-L-ramnósido , propil-α-L-ramnósido e 
isopropil-α-L-ramnósido en esta columna fue corto, por esto los productos 
fueron evaluados en una columna C8 (Figura 1-b, c, d ), donde los tiempos 
de retención fueron: tR=7,47; tR=12,45 y tR=10,76 minutos, 
respectivamente. 
Solamente se dispuso comercialmente del estándar de metil-α-L-
ramnósido, por lo que los otros alquilramnósidos sintetizados por hidrólisis 
inversa (sección 2.2.4), fueron purificados por HPLC (sección 2.2.5), 
utilizando una columna preparativa para su posterior identificación por 
Resonancia Magnética Nuclear. Por RMN se confirmó (Apéndice A-2.1) la 
síntesis de etil-α-L-ramnósido, propil-α-L-ramnósido e isopropil-α-L-
ramnósido, las estructuras son las siguientes: 
O
CH3
OH OH
OH CH2 CH3 O
CH3
OH OH
O
OH
CH2 CH2 CH3
O
CH3
OH OH
O
OH
CH
CH3
CH3
etil-α−L-ramnósido propil-α−L-ramnósido
isopropil-α−L-ramnósido
O
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Figura 1: Cromatogramas de HPLC de los productos de la ramnosilación de 
alcoholes 
 a) metanol; b) etanol; c) n-propanol; d) isopropanol. 
1:metil-α-L-ramnósido; 2: etil-α-L-ramnósido, 3:propil-α-L-ramnósido y 4:isopropil-α-
L-ramnósido. 
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2.3.3. Glicosilación de alcoholes solubles en agua con ramnósidos 
2.3.3.1. Naringina como dador glicosílico 
El uso de disacáridos de bajos costos como la lactosa a manera de 
dador glicosílico ha sido propuesto para la síntesis por transglicosilación 
(Stevenson 1993; Boon 2000; Kim et al. 2006). Para la ramnosilación se 
propone en este caso usar naringina como dador glicosílico porque es más 
económica y más fácilmente disponible que la L-ramnosa o el p-nitrofenil-α-
L-ramnósido (p-PNF). La naringina pudo ser utilizada en reacciones 
ezimáticas a altas concentraciones en soluciones sobresaturadas (Ellenrieder 
et al. 1998; Gao et al. 2001). A pesar de su alto costo y baja solubilidad, se 
llevaron a cabo algunos ensayos con p-nitrofenil-α-L-ramnósido debido a la 
efectividad en transglicosilaciones de este tipo de dador por su facilidad de 
ceder el glicosilo. 
Utilizando soluciones sobresaturadas de naringina al 10 % se observó 
en presencia de metanol y la enzima de A. niger la formación del producto 
metil-α-L-ramnósido. La concentración de reactivos y productos es graficada 
en función del tiempo en la Figura 2. La naringina reacciona casi 
completamente a las 48 horas, la L-ramnosa llega a su máximo valor a las 10 
horas, mientras que la concentración de metil-α-L-ramnósido incrementa 
continuamente en el lapso de tiempo que se estudió.  
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En algunos casos se han observado diferencias entre las condiciones 
obtenidas de la transglicosilación y de la actividad hidrolítica de la enzima 
(van Rantwijk 1999). Se estudió por eso la influencia de pH y temperatura 
sobre la concentración de metil-α-L-ramnósido a las 48 horas de la 
ramnosilación enzimática del metanol utilizando la enzima de A. niger y 
naringina como dador (Figuras 3). La producción de metil-α-L-ramnósido en 
estas condiciones tiene su máximo a pH 4,0 y 50 ºC. 
 
 
 
Figura 2: Reactivos y productos en el transcurso del tiempo durante la 
ramnosilación de metanol con naringina. 
                metanol 5M,15 U ml-1 de la enzima de A.niger, pH 4,0, 50 ºC 
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Figura 3: Influencia del pH y la temeratura sobre la síntesis de metil-α-L-
ramnósido utilizando naringina como dador 
naringina 0,17M, metanol 5M, 15 Uml-1 de enzima de A.niger, 48 hs de reacción 
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Estos valores de pH y temperatura coinciden con los óptimos de la 
enzima como catalizador en reacciones de hidrólisis de p-nitrofenil-α-L-
ramnósido y en hidrólisis inversa. 
Para estudiar la concentración óptima de metanol para la reacción de 
síntesis con naringina y p-nitrofenil-α-L-ramnósido (p-NFR) se varió la 
concentración del alcohol, encontrando que 10 M es la concentración más 
adecuada en ambos casos (Tabla 1). Cabe mencionar que esta concentración 
de metanol es también la óptima en la síntesis de metil-α-L-ramnósido por 
hidrólisis inversa (Tabla 1). 
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Tabla 1: Influencia de la concentración de metanol sobre la síntesis de 
metil-α-L-ramnósido utilizando naringina, p-nitofenil-α-L-ramnósido y L-ramnosa 
como dadores glicosílicos. 
naringina 0,17 M, p-NFR 0,02 M, L-ramnosa 0,18 M,15 U ml-1enzima de A.niger , 
50 ºC,48 horas de reacción 
 
 
* 
 
*
             *:hidrólisis inversa; p-NFR: p-nitrofenil-α-L-ramnósido 
 
En los resultados expuestos hasta aquí, tanto con naringina como con 
p-nitrofenil-α-L-ramnósido, no se ha observado la presencia de una rápida 
reacción de transglicosilación con acumulación de producto que luego 
disminuye por hidrólisis. Las velocidades y rendimientos son más bien 
cercanos a los de una hidrólisis inversa.  
También se estudió como influye la actividad enzimática en la síntesis 
cuando se utilizó naringina como dador, obteniéndose para 6,7 U ml-1: 3,5 g 
L-1; para 15 U ml-1: 8,1 g L-1 y para 280 U ml-1: 8,4 g L-1 de metil-α-L-
ramnósido a las 48 horas de reacción. No se obtuvo una gran diferencia en la 
producción, utilizando las dos últimas actividades de la enzima, por lo que se 
decidió trabajar con 15 U ml-1de enzima. 
Paralelamente al desarrollo de esta sección, se llevó a cabo en 
nuestros laboratorios un estudio sobre la glicosilación de alcoholes solubles 
en agua por hidrólisis inversa con L-ramnosa como dador, que estuvo en su 
parte experimental a cargo de la Ing. Silvia Blanco. Los resultados de dichos 
estudios fueron publicados en forma conjunta con los del presente capítulo 
 metil-α-L-ramnósido (g L-1) 
metanol 3 M 5 M 7 M 10 M 12 M 
naringina 7,12 8,1 14,25 22,9 14,69 
p-NFR 1,3 2,2 2,8 3,4 1,9 
L-ramnosa* 12,0  15,0 20,0 19,0 
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en Bioresource Technology (2003) 90:297-303. Los principales resultados 
sobre la reacción inversa indicaron que: 
“La enzima α-L-ramnosidasa de A. niger cataliza la síntesis de 
alquilramnósidos por hidrólisis inversa y muestra esencialmente un comportamiento 
similar al de otras glicosidasas, indicado en las siguientes características: 
a) La reacción alcanza el equilibrio en un lapso de tiempo de uno a varios 
días. 
b) La dependencia del rendimiento con la concentración del alcohol muestra 
una curva típica con un valor máximo. El rendimiento referido al dador de glicosilo 
(L-ramnosa) crece con la concentración del alcohol hasta alcanzar un máximo y 
luego decrece nuevamente. El máximo se observó a una concentración de alcohol 
de 40 % p/p (10 M) para metanol (Tabla 1), 30 % p/p (5M) para etanol, 10 % p/p 
(1,4 M) para propanol y 20 % (2,6 M) para isopropanol. Este comportamiento es 
una consecuencia de la influencia antagonista del alcohol sobre la reducción de la 
actividad acuosa y la disminución de la actividad enzimática en medios no acuosos 
(Chahid 1992). 
c) El rendimiento de la reacción decrece con el número de átomos de 
carbono en el alcohol. Para una concentración de L-ramnosa del 3 %, los 
rendimientos a las 48 hs de reacción [100 X concentración de alquilramnósido (M) / 
concentración inicial de L-ramnosa (M)] fueron 69 % para metil-α-L-ramnósido; 41 
% para etil-α-L-ramnósido; 14 % para propil-α-L-ramnósido y 4,4 % para isopropil-
α-L-ramnósido. Los rendimientos se calcularon usando la concentración óptima de 
alcohol. 
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d) Los alcoholes primarios son más fácilmente ramnosilados que los 
secundarios. 
e) Incrementando la concentración de L-ramnosa (de 0,048 M a 0,18 M) 
aumenta la concentración de metil-α-L-ramnósido obtenido (de 0,056 M a 0,107 M), 
pero disminuye el rendimiento respecto a la ramnosa inicial (de 69 % a 31%)”.  
Se llevaron a cabo estudios comparativos entre la ramnosilación con 
naringina y con L-ramnosa (hidrólisis inversa), los rendimientos de los alquil-
α-L-ramnósidos obtenidos por ramnosilación de los diferentes alcoholes a 
distintos tiempos de reacción se muestran en la Tabla 2. Los resultados 
fueron comparables con los de la hidrólisis inversa bajo las mismas 
condiciones. En el caso de la síntesis de etil-α-L-ramnósido la velocidad de 
producción fue más baja cuando se utilizó naringina que cuando se usó L-
ramnosa, sin embargo el rendimiento final fue similar. Los rendimientos se 
calcularon en función del dador glicosílico inicial. Los rendimientos obtenidos 
cuando se utilizó metanol fueron altos (73 % a las 48 horas). Van Rantwijk 
et al. (1999) cuando estudiaron la alcoholisis de sacarosa (0,44 M) con 
metanol (10 M) catalizada por invertasa a 25 ºC obtuvieron un rendimiento 
del 76%, mientras que Makropoulou et al. (1998) consiguieron un 60 % de 
rendimiento cuando estudiaron la síntesis de alquiglucósidos utilizando 
celobiosa (2 % p/v) y metanol (5M) a 45 ºC. 
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Tabla 2: Rendimientos de la síntesis de alquil-α-L-ramnósidos utilizando L-
ramnosa y naringina como dadores ramnosílicos 
 
Tiempo (h) Glicósido Dador 
24                  48                      96                    144 
L-ramnosa 64±4 69±5 73±1 ---b metilramnósido 
naringina 68±9 73±6 77±0 76±9 
L-ramnosa 29±4 41±4 46±2 --- etilramnósido 
naringina 20±4 38±6 41±3 46±3 
L-ramnosa 14±2 16±4 17±1 --- propilramnósido 
naringina ---b 19±4 23±2 24±0 
L-ramnosa 4,4±0,7 7,0±1,0 9,6±2 10±0,1 isopropilramnósido 
naringina 3,7±1.1 6,9±0,3 9,9±0,8 12±3 
---b: valor no determinado;  
Rendimiento : 100 x alquilramnósido (M) / dador inicial (M). 
 
Normalmente las reacciones de síntesis vía transglicosilación, 
catalizadas por glicosidasas son controladas cinéticamente ya que la 
formación del alquilramnósido depende del grado de partición del 
intermediario ramnosilo-Enzima entre la reacción de transferencia y la 
reacción hidrolítica. Esto estaría ilustrado para el caso de naringina como 
dador glicosílico en la Figura 4.  
Sin embargo los resultados de las comparaciones entre la hidrólisis 
inversa y las glicosilaciones de los alcoholes con naringina pudo ser 
producida por una rápida hidrólisis de la naringina seguida de una hidrólisis 
inversa entre la ramnosa generada y el alcohol (Figura 5), ya que  
a) el transcurso de la reacción fue en términos generales similar para 
la glicosilación por L-ramnosa y por naringina;  
b) la concentración óptima de alcohol coincide en ambos casos, 
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c) de acuerdo a la Figura 2 aún cuando todo el dador naringina se ha 
consumido (después de aproximadamente 30 horas) sigue produciéndose α-
L-metilramnósido (a partir de la ramnosa generada por hidrólisis). 
 
 
Figura 4: reacción de ramnosilación de metanol por naringina  
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 Figura 5: reacción de ramnosilación de metanol por L-ramnosa  
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Cuando se utilizó la enzima de P. decumbens para catalizar la síntesis 
de metil-α-L-ramnósido con naringina como dador y metanol como aceptor 
glicosílico, en las condiciones óptimas determinadas para esta enzima (pH 
3,5 y 50 ºC), el rendimiento fue aproximadamente un 30 % más bajo que 
con la enzima de A. niger. En este caso se formó glucosa durante el proceso, 
indicando que para un período largo de incubación la enzima β-glucosidasa 
(sección 2.2.3) recupera parte de su actividad. Es muy importante confirmar 
que la enzima este libre de β-glucosidasa, para evitar la formación de 
productos secundarios de hidrólisis. 
 
2.3.3.2. p-nitrofenil-α-L-ramnósido como dador glicosílico 
La eficiencia de p-nitrofenol-α-L-ramnósido (p-NFR) como dador, fue 
también estudiada utilizando metanol como aceptor en presencia de α-L-
ramnosidasa de A.niger. Del estudio de cómo influye la concentración de 
metanol en la síntesis de metil-α-L-ramnósido, se puede ver de la Tabla 2 
que la concentración óptima es 10 M, coincidiendo este valor con los 
encontrados en las ramnosilaciones con naringina y L-ramnosa. La 
concentración de metil-α-L-ramnósido obtenida cuando se utilizó p-NFR es 
menor, debido a que este se lo utilizó en menor concentración por su baja 
solubilidad. En el estudio de cómo influye el pH y la temperatura no se 
encontró variación con las condiciones encontradas para naringina, siendo 
las mismas: pH 4,0 y 50 ºC. 
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Se llevaron a cabo estudios comparativos entre las ramnosilaciones 
con p-nitrofenol-α-L-ramnósido en las condiciones óptimas, y L-ramnosa 
(hidrólisis inversa), el rendimiento de la reacción y la velocidad de 
glicosilación fueron cercanas al de la hidrólisis inversa (Figura 6), como en el 
caso de naringina como dador. Se obtuvo un rendimiento del 95 % referido 
al p-nitrofenol-α-L-ramnósido inicial de 0,02 M, que es mayor al obtenido 
para naringina 0,17 M. Esto también concuerda con los de hidrólisis inversa, 
en los que se obtuvieron mayores rendimientos para concentraciones 
menores. 
 
Figura 6: Ramnosilaciones de metanol con p-nitrofenilα-L-ramnósido y L-
ramnosa como dadores glicosílicos 
p-NFR 20 mM, L-ramnosa 20 mM, metanol 10M;15 Uml-1 de enzima de A.niger  
pH 4,0; 50 ºC 
 
 
 
 
 
 
 
0 10 20 30 40 50 60
0
1
2
3
4
p-NFR L-ramnosa
tiempo (horas)
m
e
ti
l-
αα αα
-L
-r
a
m
n
ó
si
d
o
 (
g
 L
-1
)
Capítulo 2: Síntesis de alquil-α-L-ramnósidos  
 
 
72 
2.3.4. Separación de naringina de alquilramnósidos y de L-ramnosa 
Flavonoides y derivados pudieron se separados de azúcares con 
Shepahadex LH-20 (Lee et al. 1999) o por cromatografía en columna 
utilizando Amberlita XAD (Kometani et al. 1994). En este trabajo de tesis los 
flavonoides fueron separados de los azúcares y alquilglicósidos por 
cromatografía de intercambio iónico utilizando QEAE celulosa (intercambiador 
aniónico) en medio básico (sección 2.2.6). Los flavonoides adquieren cargas 
negativas en medio básico por ionización de los hidroxilos fenólicos y son 
retenidos por las cargas positivas de la QEAE celulosa. Este tratamiento es 
una nueva alternativa para la purificación de los productos. La eficiencia de 
éste método en la separación de prunina y otros derivados de los productos 
de interés fueron testeados en varias muestras y confirmados por HPLC con 
detector UV.  
Para probar la eficiencia de la separación se utilizó glucosa y naringina 
en medio alcalino utilizando una columna de QEAE-celulosa, se trabajó con 
soluciones que contenían 1 g L-1 de naringina y 20 g L-1 de glucosa, logrando 
un separación efectiva (Figura 7). A las fracciones recolectadas se les midió 
absorbancia a 280 nm y glucosa por el método de la glucosa oxidasa. 
Estas posibilidades de separación de los derivados de flavonoides 
remanentes de los productos favorece la aplicación de los procesos de 
ramnosilación con naringina. 
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Figura 7: Separación de glucosa y naringina utilizando una columna  
QEAE-celulosa de 0,7 x 7,5 cm.  
V muestra: 0,2 ml; 1gL-1 naringina; 20 gL-1 glucosa, buffer Na2CO3/NaHCO3 10 mM, 
pH 10,0;V fracción: 1 ml 
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2.4. Conclusiones 
 Las α-L-ramnosidasas pueden ser utilizadas en transramnosilaciones 
en la síntesis de alquil-α-L-ramnósidos. 
 No se observan diferencias en las reacciones de hidrólisis inversa y 
transglicosilación utilizando L-ramnosa, naringina y p-nitrofenil-α-L-
ramnósido, como dadores glicosílicos.  
 La naringina es un buen dador glicosílico en la ramnosilación de 
alcoholes de cadena corta. 
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3 
Ramnosilación de glucosa y glucósidos por 
hidrólisis inversa 
 
3.A. Estudios de velocidad y regioselectividad de la 
ramnosilación de glucósidos por α-L-ramnosidasas de 
distintas fuentes fúngicas 
3.B. Síntesis de α-L-ramnoglucósidos catalizada por α-L-
ramnosidasa de A. niger 
 
3.C. Cinética de la síntesis de narirrutina catalizada por α-
L-ramnosidasa de A. niger  
 
3.1. Introducción  
La síntesis de oligosacáridos y derivados tiene un constante 
incremento en la industria farmacéutica y de alimentos por sus potenciales 
aplicaciones. En los últimos años se ha utilizado mucho a las enzimas para la 
síntesis de estos compuestos.  
Por su gran diversidad la biosfera es una importante fuente de 
microorganismos capaces de producir enzimas con propiedades adecuadas 
para aplicaciones industriales específicas. El hallazgo de estos 
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microorganismos es el primer paso en el desarrollo de la biocatálisis 
industrial. Una vez que se aisló el microorganismo que produce la enzima 
adecuada, esta información genética puede ser transferida a otro 
microorganismo para incrementar la producción de dicha enzima (Petrounia 
et al. 2000). Tal es el caso de las glicosidasas, que han sido utilizadas para 
la síntesis de oligosacáridos bioactivos (Athanasopoulos et al. 2004), por 
reacciones de hidrólisis inversa o transglicosilación.  
Varias glicosidasas han demostrado eficiente actividad catalítica en la 
síntesis de oligosacáridos y derivados usando carbohidratos como dador y 
aceptor glicosílico (Nishio 2004). Estas enzimas tienen alta 
estereoselectividad pero baja regioselectividad. La unión entre el C-1 o 
carbono anomérico del azúcar y el C que tiene un hidroxilo primario de otra 
azúcar o glicosilo es la más favorecida. Si bien este es el producto 
predominante para la mayoría de las enzimas, no se sintetiza con absoluta 
regioselectividad (Athanasopoulos 2004). Un parámetro decisivo para la 
regioselectividad de las glicosidasas es la fuente de la enzima 
(Athanasopoulos et al. 2004). Rauvolfova et al. (2004), estudió la 
regioselectividad de una serie de β-N-acetilhexosaminidasas fúngicas por 
hidrólisis inversa, del “screening” concluyó que casi todas las enzimas 
exhiben alta selectividad para la formación de la unión β (1→6). La máxima 
concentración de producto obtenida depende no tan solo de la selección 
conveniente de la enzima, sino también del dador glicosílico (nucleófilo) y su 
Capítulo 3: Ramnosilación de glucosa y glucósidos por hidrólisis inversa 
 
 
 
80 
concentración (MacManus 2000). También influyen en el rendimiento de la 
reacción el pH, fuerza iónica, temperatura, actividad acuosa y efecto del 
cosolvente, etc.  
Las glicosilaciones catalizadas por glucosidasas, manosidasas, 
galactosidasas y glucanasas están bien documentadas (Puchart 2005; 
Prodanovic et al. 2005; Athanasopoulos 2004; Maitin y Rastall 2004), esto 
no ha sucedido para las ramnosidasas. En bibliografía no se encuentran 
frecuentemente estudios referidos a ramnosilaciones o transramnosilaciones.  
Como ya se explicó en capítulos anteriores la α-L-ramnosidasa, es una 
glicosidasa y es el principal componente del complejo enzimático comercial 
naringinasa y hesperidinasa. Los cultivos comerciales y los filtrados de 
cultivos son frecuentemente mezclas de α-L-ramnosidasa y β-D-glucosidasa. 
La purificación y posterior aplicación a procesos tecnológicos, se facilita a 
partir de cultivos con bajos niveles de β-glucosidasa. La α-L-ramnosidasa 
bajo ciertas condiciones, como se explicó anteriormente es capaz de 
sintetizar uniones glicosídicas, es decir adquirir “nuevas” actividades 
enzimáticas.  
En el presente capítulo se investiga:  
A) La regioselectividad de α-L-ramnosidasas de distintas fuentes 
fúngicas comerciales y obtenidas de medios de cultivos en nuestro 
laboratorio, en ramnosilaciones por hidrólisis inversa. Para ello se estudió la 
ramnosilación de glucósidos. Se utilizó como dador de glicosilo al 
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monosacárido L-ramnosa y como aceptor el glucósido prunina (naringenina-
7-β-glucósido), trabajando en las condiciones óptimas para cada enzima. La 
prunina fue seleccionada como glucósido aceptor por su alta sensibilidad de 
detección por cromatografía HPLC a 280 nm utilizando un detector UV, como 
así también la aglicona naringenina (4´,5´7-trihidroxiflavanona) y los 
productos de la reacción. 
B) La síntesis de oligosacáridos utilizando L-ramnosa en exceso de 
glucosa, catalizada por α-L-ramnosidasa de Aspergillus niger HPS 11518 por 
hidrólisis inversa. También se estudió el efecto de la concentración de 
sustrato y de acetonitrilo como cosolvente, en la formación de los productos. 
C) Con el propósito de comprobar si el estudio cinético de la reacción 
puede aportar alguna conclusión sobre el mecanismo de la síntesis de 
narirrutina por hidrólisis inversa catalizada por α-L-ramnosidasa de 
Aspergillus niger HPS 11518, se efectúo un análisis del efecto de las 
concentraciones de los reactivos sobre la velocidad inicial.  
 
 
Capítulo 3-A: Estudios de velocidad y regioselectividad de la ramnosilación de glucósidos 
 
 
82 
3.A. Estudios de velocidad y regioselectividad de la 
ramnosilación de glucósidos por α-L-ramnosidasas 
de distintas fuentes fúngicas 
 
3.2. Materiales y Métodos 
3.2.1. Materiales 
Se empleó p-nitrofenil-α-L-ramnopiranósido, p-nitrofenil-β-D-
glucopiranósido, L-ramnosa (6-deoxi-manosa), y naringina (naringenina-7-β-
neohesperidósido) de SIGMA (St.Louis, Missouri, USA), narirrutina 
(naringenina-7-β-rutinosido) de Extrasynthèse (Genay, France). La prunina 
(4´,5´7-trihidroxiflavanona-7-β-glucósido) fue obtenida en nuestro 
laboratorio por hidrólisis enzimática de acuerdo a lo descripto por Soria y 
Ellenrieder (2002), el resto de los reactivos fueron de grado analítico. La 
reacción de síntesis se estudió por hidrólisis inversa catalizada por enzimas 
provenientes de distintas cepas. Se utilizaron enzimas comerciales: α-L-
ramnosidasa de Aspergillus niger Tanabe HPS 11518 (Osaka, Japón); 
hesperidinasa de Aspergillus niger  Tanabe EZB2-X-S25 (Osaka, Japón); 
naringinasa de Penicillum decumbens SIGMA lote 121H02591 (St. Louis, 
Missouri, USA); y enzimas obtenidas en nuestro laboratorio: α-L-
ramnosidasa parcialmente purificada de Aspergillus terreus CECT 2663 
(Soria et al. 1999) y naringinasa de filtrado de cultivo de Penicillum ulaiense 
047 (Rajal et al. 2001). Las enzimas α-L-ramnosidasa parcialmente 
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purificadas de A. terreus y naringinasa de P.ulaiense, fueron obtenidas en el 
marco de otras tesis doctorales. 
 
3.2.2. Ensayos de actividad 
3.2.2.1. Ensayo de actividad de α-L-ramnosidasa 
La actividad de la α-L-ramnosidasa fue determinada usando p-
nitrofenil-α-L-ramnopiranósido (p-NFR) de acuerdo al método descripto por 
Romero et al. (1985), (ver sección 2.2.2.1). A diferencia del método de 
Romero et al. se emplearon distintas soluciones reguladoras al pH óptimo de 
cada una de las enzimas donde presentan su máxima actividad (Tabla 1), en 
vez de la solución reguladora ftalato ácido de potasio / HCl 0,1 M pH 3,5. 
 
 
Tabla 1: Soluciones reguladoras de pH óptimo para las enzimas α-L-
ramnosidasa de distintas fuentes 
  
 
Fuente de la enzima 
   α-L-ramnosidasa 
   Solución reguladora-pH 
A.niger  HPS 11518 Ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 4 
A.terreus CECT 2663 Ácido succinico / succinato de sodio 50 mM, pH 
5,5 (Soria et al. 2000) 
P.decumbens 121HO2591 Ftalato ácido de potasio / HCl 0,1 M pH 
3,5(Ellenrieder and Daz 1996) 
P.ulaiense 047 Ácido succinico / succinato de sodio 50 mM pH 
5,0 (Rajal et al. 2001) 
A.niger  EZB2-X-S25 Ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 4 
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3.2.2.2. Ensayo de actividad de β-D-glucosidasa 
La actividad de β-D-glucosidasa fue determinada usando p-nitrofenil-
β-D-glucósido (p-NFG) de acuerdo al método descripto por Kohchi et al. 
(1985), (ver sección 2.2.2.2). A diferencia del método de Kohchi et al., las 
soluciones reguladoras empleadas son las indicadas en la tabla 2 en lugar de 
solución reguladora fosfato de sodio 50 mM pH 6,5. 
 
Tabla 2: Buffers de pH óptimo para las enzimas β-D-glucosidasas de 
distintas fuentes 
 
 
3.2.3. Inactivación de β-D-glucosidasa en naringinasa por 
tratamiento alcalino 
Soluciones 4 mg ml-1 de naringinasa de P.decumbens 121HO2591 y 
P.ulaiense 047, fueron sometidas al tratamiento alcalino explicado en la 
sección 2.2.3 (Ellenrieder et al. 1998), para inactivar la β-glucosidasa. 
 
 
Fuente de la enzima 
β-D-glucosidasa 
Buffer-pH 
A.niger  HPS 11518 Ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 4 (Ellenrieder 
et al. 1998) 
A.terreus CECT 2663 Ácido succinico / succinato de sodio 50 mM pH 5,0 
(Soria et al. 2000) 
P.decumbens 121HO2591 Ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 4 (Ellenrieder 
and Daz 1996) 
P.ulaiense 047 Ácido succinico / succinato de sodio 50 mM pH 5,0 (Rajal 
et al. 2002) 
A.niger EZB2-X-S25 Ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 4(Ellenrieder et 
al. 1998) 
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3.2.4. Obtención de prunina por hidrólisis enzimática 
La prunina fue obtenida según Soria y Ellenrieder (2002), por 
hidrólisis de una solución de naringina sobresaturada 10 % con 7 U ml-1 de 
naringinasa de Aspergillus niger Tanabe HPS 11518, a 50 ºC, pH 4,0 por 4 
horas. Luego se guardó en la heladera a 4 ºC por 48 horas, el sólido fue 
separado por filtración, secado en estufa y disuelto al 10 % a 80-90 ºC e 
hidrolizado nuevamente a 50 ºC con una nueva porción de la enzima. Se 
recristalizó a 4 ºC, se filtró y secó a 50 ºC.  
 
3.2.5. Ramnosilación de glucósidos por α-L-ramnosidasas de 
distintas fuentes por hidrólisis inversa  
El glucósido utilizado para caracterizar la regioselectividad de las 
distintas α-L-ramnosidasas fue la prunina (naringenina-7-glucósido). La 
ramnosilación se estudió por hidrólisis inversa homogénea utilizando 
soluciones de L-ramnosa 1,22 M y de prunina 0,07 M. En todos los ensayos 
se utilizó 30 U ml-1 (unidades de actividad hidrolítica sobre p-NFR), de la 
enzima α-L-ramnosidasa proveniente de diferentes fuentes al pH óptimo de 
cada una de ellas (Tabla 1). La reacción se llevó a cabo en tubos con cierre 
hermético, incubando durante 24 horas, por duplicado. Todos los tubos 
contenían 0,5 ml de medio de reacción y se incubaron a 50 °C con agitación 
a 140 rpm. Se tomó muestra a distintos tiempos, recibiendo la misma en 
tubos eppendorf que contenían 1 ml de acetonitrilo para inactivar la enzima. 
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Los productos de la reacción se analizaron por HPLC. Todos los ensayos se 
realizaron por duplicado. 
 
3.2.6. Métodos analíticos 
Reactivos y productos fueron medidos por Cromatografía Líquida de 
Alta Presión (HPLC) en un equipo Shimadzu LC-4 (Tokio, Japón) y Gilson: 
Bomba 307, Autoinyector 234, Detector UV / Vis 118. Se utilizaron dos 
columnas: a) RP-8 LiChhospher Merck (250 mm x 5 mm) 5 µm, el eluyente 
utilizado fue agua/acetonitrilo/metanol/ácido acético en proporción 
70:15:10:5 y b) NH2 Waters Spherisorb (250 mm x 5 mm) 5 µm, con 
acetonitrilo/agua 90:10 como eluyente. En ambos casos se utilizó un 
detector UV a 280 nm y flujo de 1 ml min-1. 
 
3.3. Resultados y Discusión 
3.3.1. Determinación de la actividad α-L-ramnosidasa y β-D-
glucosidasa 
Se determinaron las actividades de α-L-ramnosidasa y β-D-
glucosidasa (Tabla 3), de acuerdo a los métodos descriptos por Romero et 
al. (1985) y Kohchi et al. (1985), en las enzimas naringinasa de A.niger  HPS 
11518, hesperidinasa de A.niger  EZB2-X-S25 y naringinasa de P.decumbens 
lote 121HO2591; α-L-ramnosidasa parcialmente purificada de A.terreus 
CECT 2663 y naringinasa de filtrado de cultivo de P.ulaiense 047. Para la 
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determinación de las actividades α-L-ramnosidasa y β-D-glucosidasa se 
utilizaron las soluciones reguladoras indicadas en las Tablas 1 y 2. Para el 
caso de las β-glucosidasas de A.terreus y P.decumbens, se determinaron sus 
actividades al pH óptimo de máxima actividad α-L-ramnosidasa, no 
encontrando variación significativa.  
 
Tabla 3: Actividades enzimáticas de α-L-ramnosidasa y β-glucosidasa de 
distintas fuentes fúngicas 
 
 
        
        *: Antes del tratamiento de inactivación; A: Actividad enzimática; Aesp: Actividad específica 
 
Se puede observar en la Tabla 3, que las enzimas presentan además 
de actividad α-L-ramnosidasas, actividad β-D-glucosidasa. De interés para el 
desarrollo de esta tesis es la actividad α-L-ramnosidasa, si la β-glucosidasa 
se encuentra en apreciable cantidad puede interferir en algunos ensayos, 
por lo que se procedió a inactivar la β-D-glucosidasa de las cepas P.ulaiense 
y P.decumbens en medio alcalino según lo explicado en el punto 3.2.3 
(Ellenrieder et al. 1998). Luego de la inactivación la relación entre las 
actividades α-L-ramnosidasa / β-glucosidasa se vio incrementada en 3.1 y 
Actividades Enzimáticas 
α-L-ramnosidasa β-D-glucosidasa 
 
Fuente de la enzima 
A 
U ml-1 
A esp 
U mg-1 
A 
U ml-1 
A esp 
U mg-1 
A.niger  HPS 11518  18,86  7,4  10 -3 
A.terreus CECT 2663 134  0.76  
P.decumbens lote 121HO2591  3.06*  0.3* 
P.ulaiense 047 4,51*  6,5*  
A.niger EZB2-X-S25  2,7  10 -2  1,1  10 -4 
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3.5 veces respectivamente, posteriormente las soluciones de las enzimas se 
concentraron en celdas de ultrafiltración AMICON modelos 8050 y 12 usando 
membranas PM10 (AMICON, USA). La naringinasa producida por la cepa de 
A.niger HPS 11518 y hesperidinasa de A.niger tienen baja actividad β-D-
glucosidasa, por lo que se las utilizaron sin tratamiento de inactivación. La 
enzima producida por A.terreus parcialmente purificada (precipitación sulfato 
de amonio 90 % y cromatografía de intercambio iónico con DEAE-Sepharose 
CL-6B), se la utilizó también sin tratamiento debido a la baja actividad β-D-
glucosidasa frente a la enzima de interés.  
 
3.3.2. Ramnosilación de glucósidos por α-L-ramnosidasas de 
distintas fuentes por hidrólisis inversa  
Las glicosidasas catalizan preferentemente la glicosilación de grupos 
hidroxilos primarios, sin embargo se pueden obtener simultáneamente 
compuestos donde la glicosilación ocurra en un hidroxilo secundario (van 
Rantwijk et al. 1999). Esto depende de la fuente de la enzima, por lo que es 
conveniente para estudiar la regioselectividad realizar un “screening” para la 
selección de la enzima apropiada (Rauvolfova et al. 2004). 
El “screening” se realizó por hidrólisis inversa incubando a 50 ºC una 
solución de ramnosa 1,22 M y de prunina 0,07 M, en presencia de 30Uml-1de 
la enzima α-L-ramnosidasa proveniente de distintas fuentes fúngicas, como 
se describió en el punto 3.2.5. De los posibles productos de la reacción, se 
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disponía de dos estándares de origen comercial, narirrutina: α-L-ramnosil-
(1→6)-β-D-glucósido y naringina: α-L-ramnosil-(1→2)-β-D-glucósido.  
En los cromatogramas de HPLC de los productos de la reacción en 
todos los casos se observó un pico de mayor área que creció con el tiempo 
de reacción, cuyo tiempo de retención (tR) fue de 7 min en la columna C8 y 
de 4,9 min en la columna NH2 similar a los del tR del estándar narirrutina 
(Figura 1). 
 
Figura 1: Cromatogramas de HPLC, de los productos de síntesis de 
narirrutina catalizada por α-L-ramnosidasas  
a) P. decumbens, b) P.ulaiense, c) A.niger, d) A.terrreus, e) y f) A niger HPS 11518  
 
   a) P.decumbens (C8)                                    P.ulaiense (C8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      tR 2.079: solvente 
                   tR 4.515: enzima                                                tR 1.108: solvente + enzima                                                                                                          
      tR 5.424: pico no identificado                              tR  5.050: pico no identificado                                                                        
      tR 7.047: narirrutina                                           tR  6.992: narirrutina 
      tR 8.736 prunina                                                 tR 8.715: prunina 
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 c) A.niger (C8)                                             d) A.terrreus (C8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     tR 2.133 solvente                                                   tR   5.033 pico no identificado 
     tR 7.092 narurrutina                                               tR    5.408 pico no identificado 
     tR 8.847prunina                                                     tR   7.059 narirrutina    
                                                                                tR  7.983 naringina 
                                                                                tR   8.817 prunina                                                                                              
 
 
 
            e) A.niger HPS 11518 (C8)                               f) A.niger HPS 11518 (NH2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        tR 7.009 narirrutina                                              tR  2.958 solvente 
        tR.8.749  prunina                                                 t R 3.738 prunina  
                                                                                 tR 4.959 narirrutina 
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De los cromatogramas obtenidos por HPLC (Figura 1), se puede 
observar que dos de las enzimas, ambas de A.niger sintetizaron narirrutina 
(Tabla 4) como único producto que absorbe en el UV. La reacción 
correspondería a la del grupo hidroxilo primario del C-6 de la glucosa, que es 
el más fácilmente glicosilado con el hidroxilo anomérico (Rauvolfová et al. 
2004, MacManus y Vulfson 2000) de la L-ramnosa. La unión α (1→6) fue en 
este caso el producto predominante para la mayoría de las glicosidasas, 
aunque no se sintetiza con absoluta regioselectividad (Athanasopoulos et al. 
2004). La reacción catalizada por las α-L-ramnosidasas del producto 
predominante es la siguiente: 
 
O
CH3
OH OH
OH
OH
+
O
CH2OH
OHOH
O
O
OH
OH
O
OH      
O
CH2
OH
O
OH
CH3
OH OH
O
O
OH
O
OH
1
OH
O
6
OH  
α-L-ramnosa              prunina                               narirrutina (α-L-ramnosil-(1→6)-β-D-glucósido) 
 
Un segundo pico pero de menor área se observó como producto 
cuando la reacción fue catalizada por α-L-ramnosidasas provenientes de las 
cepas de A.terreus, P.ulaiense y P.decumbens (Figura 1; Tabla 4). Este 
producto podría corresponder a los isómeros α-L-ramnosil-(1→3)-β-D-
glucósido o α-L-ramnosil-(1→4)-β-D-glucósido, de los que se carecía de 
estándar. 
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Tabla 4: Regioselectividad de los productos de la reacción de ramnosilación 
de prunina catalizada por α-L-ramnosidasas de distintas fuentes fúngicas 
 
 
 
 
+++:% del total de los productos > 82 
++: 81 > %del total de los productos > 63 
+:63 > % del total de los productos > 8  
 -: no se formó producto 
 
Los tiempos de retención y el porcentaje de las áreas de los picos de 
los productos se pueden ver en la Tabla 5. El porcentaje fue calculado 
teniendo en cuenta las áreas totales de los productos. Para el caso de la 
enzima proveniente de A.terreus, se observó además un tercer pico, de área 
pequeña, de producto cuyo tiempo de retención coincide con el del estándar 
naringina (Tabla 4 y 5), donde la reacción de síntesis catalizada por la 
enzima es la siguiente: 
O
CH3
OH OH
OH
OH
+
O
CH2OH
OHOH
O
O
OH
OH
O
OH             
O
CH2OH
OH
O
OH
CH3
OH OH
O
O
OH
O
O
OH
2
1
OH
 
α-L-ramnosa              prunina                                    naringina (α-L-ramnosil-(1→2)-β-D-glucósido) 
Fuente de α-L-
ramnosidasas 
α-(1→6) α-(1→2) α-(1→3) O   
α-(1→4) 
A.niger  HPS 11518       +++        -           - 
A.niger  EZB2-X-S25         +        -           - 
A.terreus CECT 2663         +        +           + 
P.ulaiense  047       +++         -           + 
P.decumbens 121HO2591        ++        -           + 
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Tabla 5: Glicosilación de prunina con α-L-ramnosidasas de distintas fuentes 
en las etapas iniciales  
1,22 M L-ramnosa; 0,07 M prunina; 30 Uml-1 α-L-ramnosidasa de A.niger; 50 ºC  
 
% Producto (% área del pico / 
área total de los productos) 
Fuente de la 
enzima 
βG/αR a 
Nrt b 
C8 7.0 
NH2 4.9 
Nidd 
C8 5.0 
NH2 6.2 
Nr c 
C8 8.7 
NH2 5.2   
Nidd 
C8 5.4 
NH2 6.9 
 
Vi nrt
e  
 
(µmol 
min-1) 
P.decumbens 8.3 10-2       80       20        0       0     55 
A.terreus 5.7 10-3       62       12        9      17     12 
A.niger 4.1 10-3       100        0        0       0     12 
P.ulaiense 5.9 10-1       84       16        0       0     276 
A.niger 
HPS11518 
4.1 10-4      100        0        0       0    103 
 
a βg/αr: relación de actividad β-D-glucosidasa a α-L-ramnosidasa  
b Nrt: narirrutina 
c Nr: naringina 
d Nid: producto no identificado 
e Vi nrt: velocidad inicial de síntesis de narirrutina 
C 8 x.x: pico de x.x min de tR en columna C8-HPLC  
NH2 x.x: pico de x.x min de tR en columna NH2-HPLC 
 
 
A excepción de las enzimas α-L-ramnosidasas provenientes de las dos 
cepas de A.niger, para el resto de las enzimas de las distintas fuentes, los 
cromatogramas que se obtuvieron en las columnas NH2 y C8 mostraron 
picos de áreas pequeñas correspondientes a productos que no se pudieron 
confirmar (Tabla 5), que podrían corresponder, como ya se dijo, a isómeros 
de la narirrutina y naringina. De la gráfica del curso de la reacción de la 
síntesis de narirrutina (Figura 2) se observó, que aun usando las mismas 
unidades de actividad hidrolítica, las enzimas presentaron distintas 
velocidades iniciales de síntesis (Tabla 5). Si bien la enzima α-L-ramnosidasa 
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con mayor actividad de síntesis de narirrutina fue la de P.ulaiense, luego de 
los cinco minutos de reacción el producto fue hidrolizado. Para la enzima 
P.decumbens se observó el mismo comportamiento a partir de los treinta 
minutos de reacción (Figura 2). Estas dos enzimas tienen una alta relación 
de actividades ß-D-glucosidasa / α-L-ramnosidasa, por lo que contienen 
mucha actividad ß-D-glucosidasa (Tabla 5) y a consecuencia de ello la 
concentración de los productos de síntesis alcanzó un máximo y luego 
disminuyó debido a la hidrólisis de la prunina. En el caso de α-L-ramnosidasa 
de A.niger HPS 11518, A.niger  y A.terreus, se observó que el producto de 
síntesis aumentó con el tiempo de reacción hasta estabilizarse en un valor 
máximo, probablemente por haber alcanzado el equilibrio. Este valor 
máximo se obtuvo a las dos horas para la enzima de A.niger HPS 11518, 
mientras que para las otras dos enzimas a las 24 horas todavía no lo 
alcanzaron (Figura 2).  
El rendimiento de síntesis de narirrutina respecto a la prunina inicial a 
las 24 horas para las α-L-ramnosidasas de diferentes fuentes fúngicas fue de 
un 7,5% para la síntesis con la enzima de A.niger HPS 11518; 5 % A.terreus 
y 3,6% A.niger. Estos rendimientos están dentro de lo esperado para la 
síntesis de oligosacáridos y derivados, Rauvolfova et al (2004) estudiaron la 
síntesis de glicósidos catalizada por β-N-acetilhexosaminidasas de distintas 
fuentes y obtuvieron rendimientos para la unión (1→6) que van entre el 1,5 
al 10 %. 
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Figura 2: Síntesis de narirrutina en función del tiempo 
1,22 M L-ramnosa; 0,07 M prunina; 30 Uml-1α-L-ramnosidasas;  50 ºC 
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3.4 Conclusiones 
 Las enzimas α-L-ramnosidasas son apropiadas para la síntesis 
de rutinósidos. 
 Del “screening” se puede concluir que las enzimas α-L-
ramnosidasas provenientes de: Aspergillus niger  HPS 11518, Aspergillus 
niger  EZB2-X-S25, Penicillum decumbens lote 121H02591, Aspergillus 
terreus CECT 2663, Penicillum ulaiense  047, tienen alta selectividad por la 
formación de la unión α (1→6), producto identificado por HPLC como 
narirrutina: α-L-ramnosil-(1→6)-β-D-glucósido.  
 α-L-ramnosidasas producidas por Penicillum decumbens  lote 
121H02591, Aspergillus terreus CECT 2663, Penicillum ulaiense  047, no 
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sintetizan con absoluta regioselectividad la unión α (1→6), sino producen 
una mezcla de isómeros.  
 α-L-ramnosidasa producida por Aspergillus terreus CECT 2663 
es la única que además sintetiza el isómero α (1→2) identificado por HPLC 
como naringina: α-L-ramnosil-(1→2)-β-D-glucósido.  
 α-L-ramnosidasa de Aspergillus niger  HPS 11518, tiene alta 
actividad específica (18,9 U mg-1), una relación de actividad β-glucosidasa / 
α-L-ramnosidasa de 4,1 10-4, una selectividad del 100 % de la unión α 
(1→6) y presenta alta velocidad inicial de síntesis de narirrutina (103 umol 
min-1), alcanzando un valor máximo a las dos horas de reacción. 
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3.B. Síntesis de α-L-ramnoglucósidos 
catalizada por α-L-ramnosidasa de A. niger  
 
 
3.5. Materiales y Métodos 
 
3.5.1. Materiales 
Se empleó p-nitrofenil-α-L-ramnopiranósido, p-nitrofenil-β-D-
glucopiranósido, L-Ramnosa (6-deoxi-manosa), naringina (naringenina-7-ß-
neohesperidosido) y hesperidina (hesperetina-7-ß-rutinosido) de SIGMA 
(St.Louis, Missouri, USA). El resto de los reactivos fueron de grado analítico. 
La reacción de síntesis se estudió por hidrólisis inversa catalizada por α-L-
ramnosidasa de Aspergillus niger Tanabe HPS 11518 (Osaka, Japón).  
Por hidrólisis ácida de hesperidina se obtuvo rutinosa (6-O-α-L-
ramnopiranosil-D-glucopiranosa). Para ello se prepararon soluciones que 
contenían 0,4 g del flavonoide con 4 ml de 0,5 M de KHSO4 y se las trataron 
por 3 horas en autoclave a 120 ºC. Soluciones que contenían 
neohesperidosa fueron obtenidas por el mismo procedimiento a partir de 
naringina tratándolas por 2 horas en un baño termostático a 80 ºC, con 
agitación a 150 rpm. En ambos procedimientos a la mezcla resultante se la 
dejó 24 horas a 0 ºC, luego se la centrifugó y al sobrenadante se lo llevó a 
sequedad. Las muestras se disolvieron en el eluyente acetonitrilo:agua y 
fueron centrifugadas y analizadas por HPLC. 
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3.5.2.  Ensayos de actividad  
Se determinó la actividad hidrolítica de α-L-ramnosidasa y β-D-
glucosidasa de Aspergillus niger HPS 11518, de acuerdo a los métodos 
descriptos por Romero et al. (1985), y Kocchi et al. (1985) respectivamente 
(sección 3.2.2). Debido a la baja actividad β-D-glucosidasa que presenta esta 
enzima, se la utilizó sin tratamiento de inactivación. 
 
3.5.3. Síntesis de α-L-ramnoglucósidos por α-L-ramnosidasa de 
Aspergillus niger  
La ramnosilación de la glucosa se estudió por hidrólisis inversa 
incubando en tubos de cierre hermético soluciones de L-ramnosa (0.57 M; 
1,16 M; 1,74 M; 2,33 M; 2,90 M) y de D-glucosa (2,65 M; 3,17 M; 3,70 M; 
4,23 M; 4,76 M) de acuerdo a lo indicado en la Tabla 6, en presencia de 280 
U ml-1 de α-L-ramnosidasa de Aspergillus niger HPS 11518 en la solución 
reguladora ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 4,0 a 50 ºC. El volumen 
total de la reacción fue de 0.5 ml. La concentración de azúcares totales en la 
solución fue del 69 % (1,43 g ml-1), concentraciones más altas presentaron 
una mayor viscosidad que dificulta el manejo de las muestras, por lo que se 
eligió esta concentración. Las muestras tomadas se las trataron por 10 
minutos a baño maría hirviente, con el propósito de inactivar la enzima. Se 
estudió la concentración óptima de los reactivos para la reacción, actividad 
enzimática y el efecto del cosolvente. Todos los ensayos se realizaron por 
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duplicado y el error estándar de las mediciones se indica como error de 
barras en las figuras. Para graficar y realizar el análisis estadístico se utilizó 
el programa PRISM de Graph Pad (USA). 
Para identificar posibles productos obtenidos por autoramnosilación se 
incubaron soluciones de L-ramnosa 4,6 M en presencia de 280 U ml-1 de la 
enzima, en solución reguladora ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 4 a 
50 ºC. Todos los ensayos se realizaron por duplicado. 
 
3.5.4. Métodos analíticos 
Las concentraciones de reactivos y productos fueron medidas por 
Cromatografía Líquida de Alta Presión (HPLC) en un equipo integrado por 
una Bomba (307 Gilson), un Autoinyector (234 GIlson), un detector de 
Dispersión de Luz (ELSD 2000 ES Alltech) y un detector de Índice de 
Refracción (Smartlaine 2300/2400 KNAUER). Las condiciones de operación 
del detector de Dispersión de Luz fueron: temperatura de 81 ºC, flujo de gas 
N2 1,8 L min-1 e impactor “off”. 
Se utilizaron dos tipos de columnas a) columna NH2 Waters 
Spherisorb (250 mm x 5 mm), 5 µm, con acetonitrilo/agua 90:10 como 
eluyente y flujo de 1 ml min-1, b) Rezex Ram Carbohydrate Phenomenex 
(RRC), con agua bidestilada a 80 ºC como eluyente con un flujo de 0.5 ml 
min-1. El registro se realizó en ambos casos con los dos detectores. 
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3.5.5. Determinación de la estructura de α-L-ramnoglucósidos por 
RMN 
 Los productos de la síntesis se separaron por HPLC utilizando una 
columna NH2 con acetonitrilo/agua 90:10 como fase móvil y un flujo de 1 ml 
min-1. Posteriormente se evaporaron en un evaporador rotatorio al vacío a 
60 ºC, se disolvieron y liofilizaron para su análisis en un liofilizador HETO 
Lab Equipment. 
Para la determinación de la estructura de los productos obtenidos se 
utilizaron métodos espectroscópicos de Resonancia Magnética Nuclear 1 D: 
RMN 1H y 13C, DEPT y 2 D: 1H,1H COSY, HSQC y HMBC (Apéndice-A). Los 
espectros se registraron en un equipo Brucker Avance 500 MHz (Facultad de 
Ciencias Exactas y Naturales de la UBA), se empleó dimetil sulfóxido 
deuterado (DMSO-d6) como disolvente, tetra metil silano (TMS) como 
referencia interna y se trabajó a temperatura ambiente. Las FID´s 
(decaimiento libre de la inducción) se procesaron con los programas WIN-
NMR y MESTREC. 
 
3.6. Resultados y Discusión 
En base a los resultados obtenidos en la sección 3.3, se seleccionó 
para la síntesis de α-L-ramnoglucósidos la enzima α-L-ramnosidasa de 
A.niger  HPS 11518 ya que tiene alta actividad específica (18,9 U mg-1), una 
relación de actividades β-glucosidasa / α-L-ramnosidasa de 4,1 10-4, 
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presenta alta velocidad inicial de síntesis de narirrutina (103 umol min -1) y 
en la ramnosilación de prunina mostró una selectividad del 100 % de la 
unión α (1→6). 
 
3.6.1. Síntesis de α-L-ramnoglucósidos catalizada por α-L-
ramnosidasa de A.niger  
Las muestras tomadas e inactivadas fueron analizadas por HPLC 
(Figura 3). Cuando se utilizó la columna Rezex Ram Carbohydrate (Figura 3-
a), se observó un hombro en el pico de tiempo de retención (tR) de 12 
minutos que correspondía a disacárido de ramnosa-glucosa. Aunque se varió 
la velocidad de flujo no se logró una buena separación. En los 
cromatogramas obtenidos con la columna NH2 (Figura 3-b) se observaron 
cuatro picos que crecen durante la reacción y cuyos tiempos de retención 
(tR) son: 13; 30,2; 32,7 y 41 minutos. Los componentes de cada pico fueron 
identificados por comparación con los estándares de rutinosa y 
neohesperidosa, obtenidos por hidrólisis ácida (Figura 4), según lo descripto 
en la sección 3.5.1. Los picos con tR  de 30,2 y 32,7 minutos coinciden con 
los picos de neohesperidosa y rutinosa respectivamente. La cantidad 
producida de rutinosa y neohesperidosa por hidrólisis ácida no fue 
convenientemente detectada con el detector de Índice de Refracción, por lo 
que se utilizó en este caso el detector de Dispersión de luz que es más 
sensible (Figura 4 –d, e). 
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Figura 3: Cromatogramas HPLC a las 48 hs: a) y b) síntesis de 
ramnoglucosacáridos (1.16 M L-ramnosa, 4.23 M D-glucosa), c) síntesis de 
ramnooligosacáridos (L-ramnosa 4,6 M).  
280 U ml--1 de la enzima A.niger, en solución reguladora ácido cítrico / citrato de sodio 
 50 mM pH 4,0,a 50 ºC. 
 
a) columna RRC, detector IR                          b) columna NH2, detector IR 
 
 
 
    b) columna RRC, detector 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            RRC: Rezex Ram Carbohydrate Phenomenex 
tR= 10.8 buffer + enzima                                         tR= 3.6 solvente  
tR= 12,4 + 12,9 ramnoglucosacáridos                       tR= 7.4 L-ramnosa 
tR= 16.04 glucosa                                                   tR= 13 ramnooligosacárido  
tR= 16,9 ramnosa                                                   tR= 30,2 neohesperidosa 
                                                                            tR= 32,7 rutinosa 
                                                                            tR= 41 isómero (1→3) 
 
                                    c) columna NH2, detector IR 
 
 
 
 
 
 
 
tR= 3.6 solvente  
tR= 7.3 L-ramnosa 
tR= 13 ramnooligosacárido 
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Figura 4: Cromatogramas HPLC (columna NH2, detector dispersión de luz) 
de los productos de la hidrólisis ácida de naringina y hesperidina 
0,4 g del flavonoide, 4 ml de 0,5 M de KHSO4: 
d) hesperidina (3 hs a 120 ºC) y e) naringina (2 hs 80 ºC) 
 
 
       d) hesperidina                                                      d) naringina   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
tr= 7,8 L-ramnosa + glicosílo de hesperetina                  tr= 7.0 L-ramnosa + prunina 
tr= 14,5 hesperetina                                                    tr= 12.0 naringenina 
tr= 19,2 glucosa                                                          tr= 15,7 glucosa 
tr= 33 rutinosa                                                            tr= 30.4 neoheperidosa 
 
 
Posteriormente los picos con tR de 30,2; 32,7 y 41 minutos fueron 
separados y recolectados por HPLC, como se indica en la sección 3.5.5 e 
identificados por Resonancia Magnética Nuclear. El análisis espectroscópico 
de estos productos se encuentra en el Apéndice-A.2.2. El producto que sale 
con tR 30,2 minutos corresponde a neohesoeridosa (2-O-α-L-ramnopiranosil-
D-glucopiranosa), el de tR 32,7 minutos a rutinosa (6-O-α-L-ramnopiranosil-
D-glucopiranosa) y el de tR 41 minutos fue identificado como el isómero (3-
O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa). Las estructuras químicas de los α-L-
ramnoglucósidos sintetizados son las siguientes: 
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Con el objetivo de detectar posibles productos de autoramnosilación, 
se llevaron a cabo ensayos con soluciones concentradas de L-ramnosa y 
enzima (3.5.3). Se comprobó de esta manera que el pico mas pequeño cuyo 
tR fue de 13 minutos, corresponde a un ramnooligosacárido (Figura 3-c), 
siendo su rendimiento de 1,2 %. El rendimiento para este producto es bajo 
comparado con el que se obtuvo para rutinosa, debido a que la L-ramnosa 
no tiene hidroxilo primario como la D-glucosa en C-6 con lo que disminuye 
las posibilidades de unión. 
Si bien la enzima α-L-ramnosidasa tuvo en la ramnosilación de 
prunina una selectividad del 100 % de la unión α (1→6), cuando se uso 
como aceptor glicosílico D-glucosa la enzima no sintetizó con absoluta 
regioselectividad esta unión. Hart et al. (2004), cuando utilizó β-
galactosidasa y distintos aceptores, observó que la enzima tiene preferencia 
sobre algunos de ellos. En el caso de prunina como aceptor, la presencia de 
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la aglicona podría limitar por efecto estérico la posición en el sitio activo de 
la enzima. 
 
3.6.2. Síntesis de ramnoglucósidos en función del tiempo 
Se siguió el curso de la reacción en función del tiempo en las 
condiciones indicadas en la Figura 5, se observó que luego de las 60 horas 
de reacción los productos principales alcanzan su valor máximo. Los 
rendimientos, referidos a la concentración de L-ramnosa inicial, fueron los 
siguientes: rutinosa 22,1 %, neohesperidosa 3,3 %, isómero α (1→3) 2,1 % 
y para el ramnooligosacárido 1,2 %. El hidroxilo primario de la D-glucosa es 
preferentemente glicosilado y en menor proporción se obtienen productos 
que corresponden a la glicosilación de los hidroxilos secundarios, lo mismo 
observaron MacManus y Athanasopoulos en sus estudios de síntesis (Mac 
Manus 2000), (Athanasopoulos et al. 2004). Estos rendimientos están dentro 
de los informados para las síntesis de distintos disacáridos por ejemplo: 
Ajisaka et al. (1987) utilizaron soluciones al 90 % de glucosa y obtuvieron 
un rendimiento del 31 % para 4 horas de reacción a 37 ºC; Maitin y Rastall 
(2004) usaron soluciones del 70 % de manosa y 1,2- α-manosidasa a 55 ºC 
obteniendo un rendimiento para disacáridos de un 15 % para las 60 horas; 
Athanosopoulos et al. (2004) sintetizaron manooligosacáridos utilizando 1,6-
manosidasa a 55 ºC logrando un rendimiento del 12 % para manobiosa y 
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Kim et al. (2006) para la síntesis de lactulosa obtuvieron un rendimiento del 
8,7 % para las ocho horas de reacción. 
 
Figura 5: Síntesis de ramnoglucósidos en función del tiempo 
1.16 M L-ramnosa, 4.23 M D-glucosa, 280 U ml-1 α-L-ramnosidasa, 5 % acetonitrilo, 
pH 4,0 y 50 ºC 
Barra de errores-desviación estándar 
o: rutinosa; o: neohesperidosa; o: ramnooligosacárido 
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3.6.3. Efecto de las concentraciones de sustratos 
Para obtener la mayor concentración de producto, que corresponde al 
valor determinado por el equilibrio, se emplearon las mayores 
concentraciones posibles de los reactivos L-ramnosa y D-glucosa. Según 
Ajisaka et al. (1987) uno de los factores más importantes para incrementar 
el rendimiento de los oligosacáridos es la concentración de sustrato, ellos 
utilizaron altas concentraciones de glucosa (90 %) y alta temperatura 
(55ºC) para la síntesis de oligosacáridos de glucosa catalizada por β-
glucosidasa. Athanasopoulos et al (2004) usaron concentraciones de 40-
45% de manosa a 55 ºC para la síntesis enzimática de manobiosa y 
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maltotriosa. Estos valores están limitados por la viscosidad que adquiere el 
medio de reacción. Se observó que a una concentración total de azúcar del 
69 % de L-ramnosa + D-glucosa, la viscosidad no es demasiado alta aún, 
por lo que se adoptó este valor para la síntesis de ramnoglucósidos. Las 
concentraciones relativas de ambos reactivos fueron variadas de acuerdo a 
lo indicado en la Tabla 6, para observar su efecto en el rendimiento de la 
reacción. Las concentraciones que resultaron más convenientes fueron: 1,16 
M de L-ramnosa y 4,23 M de D-glucosa o sea un 14 % y 55 % 
respectivamente de concentración de azúcares. 
 
Tabla 6: Relación molar de L-ramnosa/D-glucosa empleada en la síntesis de 
ramnoglucósidos a una concentración total de azúcar del 69%. 
280 U ml-1 α-L-ramnosidasa de A.niger, solución reguladora ácido cítrico/citrato de sodio  
50 mM pH 4,0, a 50 ºC 
 
 
En la Figura 6 se muestra el efecto de la relación molar de L-ramnosa 
/ D-glucosa sobre el rendimiento de la reacción a las 48 horas (expresado 
como el cociente de la concentración de disacárido sobre la concentración 
inicial de L-ramnosa). Se observa que la concentración máxima de rutinosa 
se acerca a su máximo valor para una relación molar aproximadamente de 
L-ramnosa 
(R) 
           M 
D-glucosa 
(G) 
         M 
  molR/molG % de monosacáridos 
en la mezcla total de 
azúcares 
L-ramnosa     D-glucosa 
0,57          4,76          0,12          6,0        63,0 
0,88          4,50          0,20         10,0        59,0 
1,16         4,23          0,27         14,0        55,0 
1,74         3,70          0,47         21,0        48,0 
2,33         3,17           0,74         28,0         41,0 
2,90          2,65          1,01         34,5         34,5 
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1, mientras que el rendimiento en base a la L-ramnosa inicial lo tiene a una 
relación de 0,27. Cabe mencionar que utilizando la relación de la constante 
de equilibrio expresada con concentraciones, se puede predecir que 
(manteniendo constante la suma de concentraciones de D-glucosa + L-
ramnosa) la cantidad de producto en el equilibrio será máxima para 
[ramnosa] / [glucosa]=1, sin embargo como en las condiciones de alta 
concentración, las concentraciones se hacen diferentes de las actividades, 
esta estimación es aproximada. 
 
Figura 6: Efecto de la relación molar de L-ramnosa / D-glucosa en la 
síntesis de ramnosglucósidos a una concentración total de azúcar del 69%. 
280 U ml-1 α-L-ramnosidasa de A.niger, solución reguladora ácido cítrico/citrato de sodio  
50 mM pH 4,0, a 50 ºC 
Barra de errores-desviación estándar 
     
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
0
5
10
15
20 % rend rutinosa M
0.00
0.05
0.10
0.15
0.20
0.25
0.30
mol R / mol G
%
 
re
nd
im
ie
nt
o rutinosa
 M
 
 
Para los productos de la síntesis se pudo observar que a medida que 
aumenta la relación de moles aumenta el rendimiento en el total de los 
productos formados hasta que alcanza un valor de 0,27 donde el 
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rendimiento es el máximo, a partir de allí a medida que aumenta la 
concentración de L-ramnosa disminuye el rendimiento. El rendimiento 
siempre fue calculado en función de los moles iniciales de L-ramnosa.  
 
3.6.4. Efecto de la actividad enzimática 
Como puede apreciarse en la Figura 5, el nivel de actividad enzimática 
necesario para conseguir la conversión de los productos fue alto. De la Tabla 
7 se puede observar que al disminuir la actividad enzimática disminuyó en 
todos los casos la formación de producto a las 48 horas de reacción, no 
llegándose a detectar neohesperidosa para actividades de 25 U ml-1. Los 
otros compuestos que corresponden al ramnooligosacárido y al pico de tR= 
41 minutos no son detectados con actividades menores a 100 U ml -1. La 
alta actividad de enzima necesaria (comparada con las 30 U ml-1 que se 
utilizó para la síntesis de narirrutina) es debida seguramente al nivel alto de 
concentración de L-ramnosa y D-glucosa que actúan como inhibidores. 
 
Tabla 7: Rendimiento de rutinosa y neohesperidosa en función de la 
actividad enzimática para 48 h de reacción 
1,16 M L-ramnosa, 4,23 M glucosa, 5 % acetonitrilo, solución reguladora 
ácido cítrico/citrato de sodio 50 mM pH 4,0, 50 ºC, 48 hs 
 
α-L-ramnosidasa de 
A.niger    (U ml-1) 
        % rutinosa % neohesperidosa 
280       21,17 ± 0,03       2,90 ± 0,02 
150       9,86  ± 0,02       1,06 ± 0,02 
100       4,13  ± 0,01       0,20 ± 0,01 
50       1,82  ± 0,01       0,01 ± 0,01 
25        0,62  ± 0,01        No se detecta 
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3.6.5. Efecto del cosolvente 
El efecto de la adición de acetonitrilo como cosolvente fue estudiado. 
En la Figura 7, se puede observar que la presencia del cosolvente aumentó 
el rendimiento de la reacción, pero a concentraciones mayores al 5 % 
disminuyó por lo que la enzima pierde actividad. Tanto el cosolvente como la 
concentración elevada de azúcares que se utilizan para la síntesis tienen el 
mismo efecto, disminuir la actividad acuosa y por lo tanto en el equilibrio la 
reacción está más desplazada hacia la formación de productos. Una 
concentración del 5 % de acetonitrilo aumentó el rendimiento en un 26 %. 
 
Figura 7: Efecto del cosolvente en la síntesis de ramnoglucósidos. 
2 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 % y 40 % acetonitrilo; 1,16 M de L-ramnosa; 
 4,23 M glucosa, 280 U ml-1 enzima; solución reguladora ácido cítrico/citrato de 
sodio 50 mM pH 4,0; 50 ºC;48 h 
Barra de errores-desviación estándar 
 o: rutinosa; 0: tR= neohesperidosa; 0: ramnooligosacárido 
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3.7. Conclusiones 
 La enzima α-L-ramnosidasa de Aspergillus niger  es apropiada 
para la síntesis de ramnoglucósidos. 
 La α-L-ramnsidasa de Aspergillus niger sintetiza por hidrólisis 
inversa: 
• rutinosa (6-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa) 21,0 % 
• neohesperidosa (2-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa) 3,3 % 
• 3-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa 2,1 % 
 El producto de la autoramnosilación de L-ramnosa se produce con un 
rendimiento del 1,2 %. 
 Usando la enzima de Aspergillus niger  a diferencia de la 
ramnosilación de la prunina para la D-glucosa no se obtiene 
narirrutina como único producto de reacción. Se observan también 
como productos los isómeros (1→2) y (1→3) que corresponden a la 
glicosilación de hidroxilos secundarios. Por lo tanto la regioselectividad 
de la enzima α-L-ramnosidasa de A. niger no tan solo depende de la 
fuente de la enzima sino también del aceptor glicosílico. 
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3.C. Cinética de la síntesis de narirrutina 
catalizada por α-L-ramnosidasa de 
A.niger  
 
3.8. Materiales y Métodos 
3.8.1. Materiales 
 La narirrutina fue adquirida en Extrasynthèse (Genay, Francia), L-
ramnosa, p-nitrofenil-α-L-ramnósido, p-nitrofenil-β-D-glucósido, DEAE 
Sephadex A-50 y los marcadores de peso molecular para la electroforesis 
fueron de SIGMA (St.Louis, Missouri, USA), Sephacryl S-200 de Amersham 
Biosciences, Sephadex G-25 y los estándares de peso molecular para 
filtración por gel fueron de Medium Pharmacia (USA) y α-L-ramnosidasa de 
A.niger HPS11518 de Tanabe (Osaka, Japón). Todos los demás reactivos 
fueron de grado analítico.  
 
3.8.2. Purificación de la enzima 
Con el fin de purificar la enzima comercial de Aspergillus niger  HPS 
11518, se realizó una cromatografía de intercambio iónico para eliminar la β-
glucosidasa utilizando una columna K26/40 (Amersham Pharmacia Biotech) 
de 2,6 cm x 21 cm de DEAE Sephadex A-50 (intercambiador aniónico). La 
columna se equilibró con solución reguladora imidazol 20 mM pH 6,5. Se 
sembró 7 ml de la enzima diafiltrada, que contenía 142 mg de proteína y 
2719 UE. En la etapa de elución se utilizó un gradiente de NaCl de 0 a 0,5 M 
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en la misma solución reguladora a un flujo de 0,8 ml min-1 y se recogieron 
fracciones de 8,4 ml. Durante toda la cromatografía se realizó el seguimiento 
de la elución de proteínas midiendo absorbancia a 280 nm. A las fracciones 
de proteínas se les determinó actividad α-L-ramnosidasa y β-D-glucosidasa. 
Se juntaron tres fracciones de acuerdo a las medidas de absorbancia y 
actividades, se diafiltraron nuevamente con solución reguladora ácido cítrico 
/ citrato de sodio 20 mM pH 4,0 utilizando celdas de ultrafiltración AMICON 
modelos 402, 8050 y 12 con membranas PM10 (AMICON, USA). Todos los 
pasos de la purificación se llevaron a cabo en cámara frigorífica a 5 ºC. 
Las medidas de actividad se realizaron determinando la cantidad de p-
nitrofenol liberado del p-nitrofenilramnósido o glucósido según corresponda 
de acuerdo a lo descripto en la sección 3.2.2  (Romero et al. 1985; Kochi et 
al. 1985). Proteínas se cuantificó por el método de Bradford (1976), usando 
seroalbúmina bovina (SIGMA) para calibrar. 
 
3.8.3. Determinación de la Masa Molecular de la enzima 
3.8.3.1. Cromatografía de exclusión por tamaño 
Para determinar la masa molecular de la enzima α-L-ramnosidasa se 
realizó una cromatografía de exclusión por tamaño utilizando una columna C 
26/70 (Amersham Pharmacia Biotech) de 2,6 cm x 53 cm de Sephacryl S-
200. La columna se lavó y equilibró con una solución reguladora fosfato 
monobásico de sodio / fosfato dibásico de sodio 50 mM pH 7,0, con la fuerza 
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iónica fijada por NaCl 0,15 M. Para la curva de calibración se inyectaron 1,5 
ml de los patrones preparados en la misma solución reguladora: Dextran 
Blue 2000 (1mg/ml), Catalasa de hígado bovino (232 kDa), Aldolasa de 
músculo de conejo (158 kDa), Seroalbúmina bovina (67 kDa) y Ovoalbúmina 
de huevo (43 kDa), todos ellos en una concentración de 5mg ml-1. Se eluyó 
con la misma solución reguladora y se juntaron fracciones de 1 ml con un 
flujo de 0,8 ml min-1. Se midió Abs a 280 nm. Para cada uno de los mismos 
se determinó el volumen de elución (Ve) y se graficó Kav vs PM. Luego se 
sembró 1,5 ml de la enzima diafiltrada y las condiciones de elución fueron las 
mismas que para la corrida de los patrones. A las fracciones obtenidas se les 
determinó proteínas, y actividad de α-ramnosidasa y de β-glucosidasa. Se 
trabajó en cámara frigorífica a 5 ºC. 
Los resultados de la cromatografía de exclusión por tamaño se 
expresaron en forma de un diagrama que muestra la variación de la 
concentración de soluto en el eluente con el volumen del eluente que pasó a 
través de la columna. A partir de este diagrama se obtuvo el volumen de 
elución (Ve) de soluto. El volumen de elución se midió desde el comienzo de 
la aplicación de la muestra al centro del pico de elución. Cuando el soluto fue 
el Dextran Blue 2000, el volumen de elución es el volumen muerto (Vo). 
Luego se sembraron los patrones y se determinó el volumen de elución (Ve) 
de cada uno de ellos. El volumen de elución (Ve) no es suficiente para 
determinar el comportamiento del soluto, este parámetro varía con el 
volumen total de la columna (Vt) y la forma en la cual ha sido empacada. La 
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elución del soluto es caracterizada mejor por el coeficiente Kav que 
representa la fracción del volumen estacionario del gel que está disponible 
para la difusión de un dado soluto y está definido por la siguiente ecuación: 
 
                                    Kav = (Ve – Vo) / (Vt – Vo)  
Donde:  
Ve = volumen de elución de la proteína 
Vo = volumen muerto= volumen de elución del Dextran Blue 2000 
Vt = volumen total del lecho 
 
Para cada estándar se calcularon los valores de Kav y la curva de 
calibración se graficó representando Kav vs log de sus masas moleculares. La 
masa molecular de la enzima de interés se determinó a partir de la curva de 
calibración, conociendo su volumen de elución. 
 
3.8.3.2. SDS-PAGE 
La electroforesis se llevó a cabo en gel desnaturalizante de 
poliacrilamida al 12% (P/V) con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) según 
el método de Laemmli (1970). Se efectuó a 150 V (aprox.30 mA) a 
temperatura ambiente durante 1,5 horas aproximadamente; después el gel 
fue fijado con una solución de metanol 40 %-ácido acético 7% y teñido con 
una solución 0,25% de azul de Comassie Brillant R-250. La mezcla de 
patrones (SIGMA) utilizada fue: β-galactosidasa de E.coli (116 kDa), 
fructosa-6-fosfato quinasa de músculo de conejo (84 kDa). La representación 
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del log de la masa molecular de los estándares vs la movilidad relativa (Rf) 
permitió obtener la curva de calibración.  
 
Rf = migración de la proteína (mm) / migración del colorante indicador 
del frente de corrida (mm) 
 
Conociendo el Rf de la enzima se encontró la masa molecular de la misma. 
 
3.8.4. Estudio cinético de la síntesis de narirrutina 
Las velocidades iniciales de la síntesis de narirrutina catalizada por α-
L-ramnosidasa de A. niger HPS11518 purificada, fueron medidas en el rango 
de concentraciones de sustrato de 427 a 2440 mM de L-ramnosa y 9,2 a 115 
mM de prunina. Los límites fueron impuestos por la sensibilidad del sistema 
de medición, velocidad de reacción, solubilidad de la prunina y viscosidad de 
las soluciones concentradas de azúcar. 
La reacción se llevó a cabo bajo agitación en tubos cerrados 
herméticamente que contenían 0,5 ml de los reactivos disueltos en la 
solución reguladora ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 4,0 con 15 U de 
enzima a 50 ºC. Varias muestras fueron tomadas durante el inicio de la 
reacción, la enzima fue inactivada por dilución en acetonitrilo puro y la 
concentración de flavonoides se determinó por HPLC según lo explicado en la 
sección 3.2.6. Cada experimento se realizó por duplicado y el error estándar 
Capítulo 3 C: Cinética de la síntesis de narirrutina  
 
 
117 
de las mediciones se indica como error de barras en las figuras. Para graficar 
y realizar el análisis estadístico se utilizó el programa PRISM de Graph Pad 
(USA). 
La reversibilidad de la inhibición con L-ramnosa y la recuperación de la 
enzima luego de su uso, fueron estudiadas según se describe a continuación. 
Se efectúo una reacción con L-ramnosa 2440 mM + prunina 46 mM con 30 U 
ml-1 de α-L-ramnosidasa a 50 ºC, en solución reguladora ácido cítrico / 
citrato de sodio 50 mM pH 4,0. A los 20 minutos se paró la reacción en baño 
de hielo, se centrifugó para eliminar la prunina que pudiera haber precipitado 
y a 1 ml del sobrenadante se lo sembró en una columna K16 / 70 
(Amersham Pharmacia Biotech) de Sephadex G-25 de 50 cm x 1,5 cm 
equilibrada con solución reguladora ácido cítrico / citrato de sodio 50 mM pH 
4,0. Se eluyó a un flujo de 3 ml mim-1 recogiéndose fracciones de 1,75 ml, se 
midió Abs a 280 nm y se juntaron las fracciones con actividad enzimática. Se 
concentró por ultrafiltración utilizando una celda AMICON modelo 8050 y 12 
con membrana PM 10 y luego se determinó la actividad de la enzima 
recuperada. Con 30 U ml-1 de esta enzima recuperada se llevó a cabo una 
reacción con 610 mM de L-ramnosa + 46 mM de prunina a 50 ºC, con la 
misma solución reguladora utilizada anteriormente, determinando la 
velocidad inicial de la síntesis de narirrutina. 
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La actividad ezimática de α-L-ramnosidasa se determinó de acuerdo a 
lo explicado en la sección 3.2.2 y los reactivos y productos fueron analizados 
por HPLC (sección 3.2.6). 
 
3.9. Resultados y Discusión 
3.9.1. Purificación de la enzima 
La enzima HPS 11518 de A.niger tiene una alta actividad específica de 
α-L-ramnosidasa (18,9 U mg-1), y muy baja actividad β-glucosidasa (7,4 10-3 
U mg-1). Sin embargo para los estudios cinéticos la enzima se purificó en 
mayor grado por cromatografía de intercambio iónico con DEAE-Sephadex A-
50. 
En la Figura 8, se puede observar que en la cromatografía se separan 
tres picos con actividad enzimática. Previo al gradiente de NaCl se obtuvo 
una pequeña fracción donde las enzimas fueron eluidas en forma conjunta. 
Posteriormente se pudo recuperar un 85 % de α-L-ramnosidasa libre de β-
glucosidasa y finalmente se eluyó un pequeño pico con actividad de β-
glucosidasa. En base a esto se separaron tres fracciones: F1 corresponde a 
los tubos 0-50; F2 a los tubos 55-120 y F3 a los tubos 135-170.  
El factor de purificación logrado en la cromatografía fue de 3 (Tabla 
8). A diferencia de lo que suele ocurrir en otros casos (Rotiner 1984, Soria 
1999) la α-L-ramnosidasa (α-R) fue separada en forma efectiva de la β-
glucosidasa (β-G) por la columna de intercambio iónico. 
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Figura 8: Cromatografía en DEAE Sephadex A-50  
solución reguladora imidazol 20 mM pH 6,5; gradiente de NaCl de 0 a 0,5 M 
- absorbancia 280 nm; -- actividad α-L-ramnosidasa 
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Tabla 8: Purificación de α-L-ramnosidasa por Cromatografía en DEAE 
Sephadex A-50 
 
         *volumen luego de concentrar; a: factor purificación; b: % recuperación 
 
 Inicial F1 F2 F3 F. 
purif.a 
% 
Recup.b 
V (ml) 7,0 49* 11,5* 11,5*   
Prot (mg) 142,24 21,95 42,32 0.48   
α-R (UE) 2719 335 2303 _____         85 
β-G (UE) 0.154 0.103 _____ 8,3 10-3         5 
α-R (UE mg-1) 19,12 15,25 54,47  3  
β-G (UE mg-1) 1,08 10-3 4,69 10-3  0.017 16  
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3.9.2. Determinación de la Masa Molecular de la enzima 
3.9.2.1. Cromatografía de exclusión por tamaño 
Para la determinación de la masa molecular de α-L-ramnosidasa, 
primero se corrieron los estándares, por separado a fín de asegurar una 
buena resolución de sus picos para la determinación del volumen de elución 
(Ve). A partir de los volúmenes de elución se determinaron los Kav de los 
estándares y se representaron en función de log de sus masas moleculares y 
se obtuvo la curva de calibración de peso molecular (Figura 9).  
 
Figura 9: Curva de calibración en Sephacryl S-200, 
solución reguladora fosfato monobásico de sodio / fosfato dibásico de sodio 50 mM pH 7,0 
NaCl 0,15 M 
α-L-ramnosidasa 113 kDa 
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Una vez conocido el volumen de elución de la proteína de interés: 122 ml, 
(Figura 10), se determinó su PM. De acuerdo a la curva de calibración la 
masa molecular fue de 113 kDa. 
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Figura 10: Perfil de elución para la proteína α-L-ramnosidasa (columna C 26/70) 
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3.9.2.2. SDS-PAGE 
Se realizó la electroforésis en primer lugar para comprobar que la 
proteína estuviera pura y para corroborar la masa molecular determinada por 
cromatografía de exclusión por tamaño. Para comprobar si estaba pura se 
sembraron en las calles 4 y 8 µl de la solución de la enzima y sólo una banda 
fue observada en SDS-PAGE para la enzima purificada (Figura 11). En la 
electroforésis en geles de poliacrilamida con SDS, la migración de las 
proteínas no es determinada por su carga sino por la masa molecular dado 
que el dodecil sulfato de sodio (SDS) es un detergente aniónico que 
desnaturaliza las proteínas uniéndose a las regiones hidrofóbicas y 
separando las subunidades componentes de las proteínas.  
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Figura 11: Electroforesis de la enzima α-L-ramnosidasa en geles desnaturalizantes 
 
                         
 
teniendo en cuenta el log del peso molecular y los Rf de los estándares 
(Tabla 9) y conociendo el Rf de la enzima α-L-ramnosidasa (0,35), se 
determinó su masa molecular, siendo el mismo de 107 kDa.  
 
Tabla 9: Valores de Rf de los estándares de peso molecular 
 
 
 
 
 
 
 
El peso molecular en este caso fue concordante con el determinado 
por cromatografía por exclusión de tamaño, indicando que la enzima no está 
formada por subunidades que se disocian durante el tratamiento con el SDS. 
Este PM obtenido es cercano a los valores determinados por SDS-PAGE para 
otras enzimas de origen fúngico: A. niger 90 kDa (Hsieh 1991); P. 
decumbens 96 kDa (Young 1989); A. niger 96 kDa (Roitner 1984); A. terreus 
Marcador PM masa 
molecular 
(kDa) 
log masa 
molecular 
Rf 
β-galactodidasa 116 2.064 0,3 
fructosa-6-fosfato 
quinasa 
84 1.924 0,5 
MPM 
84 KDa 
116 KDa 
   4 µl  8 µl  
α-L-ramnosidasa 
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96 kDa (Gallego 2001); A. terreus 97 kDa (Soria et al 1999) y A. nidulans 
102 kDa (Manzanares et al. 2000). 
 
3.9.3. Estudio cinético de la síntesis de narirrutina 
3.9.3.1. Medidas Cinéticas 
La reacción de síntesis de narirrutina corresponde a un sistema Bi-Bi 
(reacción reversible con dos sustratos y dos productos en ambas 
direcciones): 
                                     R + Pr  ⇔   H2O + Nrt 
R: L-ramnosa 
Pr: prunina  
Nrt: narirrutina 
 
Con el objetivo de comprobar si el estudio cinético de la reacción 
puede aportar alguna conclusión sobre su mecanismo, se efectuó un análisis 
del efecto de las concentraciones sobre la velocidad inicial de la reacción de 
síntesis de narirrutina, tomando velocidades iniciales porque las ecuaciones 
de velocidad en estas condiciones son más simples que las que corresponden 
al curso completo de la reacción.  
Para realizar el estudio cinético de la reacción se varió concentración 
de prunina para distintas concentraciones de L-ramnosa fijas (Figura 12) y 
del mismo modo se varió concentración de L-ramnosa para distintas 
concentraciones de prunina fijas (Figura 13). 
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Para comprobar si los datos de vi vs. concentración de prunina a 
concentraciones de L-ramnosa fija (Figura 12) obedecen al modelo de 
Michaelis-Menten estos fueron ajustados por regresión no lineal, utilizando el 
programa PRISM Graph Pad (USA). Se realizó el "runs test" (análisis 
estadístico de los residuos) para evaluar si la curva se desvía de los datos 
experimentales. El "Valor de P" del runs test permite determinar si los datos 
realmente siguen el modelo elegido. El "Valor de P" es una probabilidad, con 
un valor de 0 a 1. Si el "Valor de P" > 0.05 se concluye que la desviación del 
modelo es “estadísticamente no significativa” y los datos experimentales 
siguen la ecuación seleccionada. Si el "Valor de P" es < 0,05 significa que la 
desviación es “estadísticamente significativa” y la curva se desvía 
sistemáticamente de los datos experimentales (Motulsky 1999) . En el caso 
en estudio el runs test indica que las desviaciones de este modelo no fueron 
estadísticamente significativas con el “Valor P” desde 0,4 a 0,9, por lo que 
los datos obedecen a un comportamiento Michaeliano. 
Los datos de vi vs. concentración de L-ramnosa a prunina fija 
mostraron una fuerte inhibición por sustrato (Figura 13).  
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Figura 12: Dependencia de la velocidad inicial sobre la concentración de prunina a 
distintas concentraciones fijas de L-ramnosa 
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Figura 13: Dependencia de la velocidad inicial sobre la concentración de L-ramnosa 
a distintas concentraciones de prunina fijas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 500 1000 1500 2000 2500
0
50
100
150
[Pr] 9.22 mM; [Pr] 23 mM; [Pr] 46.1 mM;
[Pr] 69.1 mM; [Pr]  92.2 M; [Pr]  115 mM
[R] mM
v
i (
µµ µµM
 m
in
-1
)
Capítulo 3 C: Cinética de la síntesis de narirrutina  
 
 
126 
Este comportamiento no fue inesperado porque la L-ramnosa también 
es un sustrato para la autoglicosilación catalizada por esta enzima (como se 
mencionó en la sección 3.6.1) y consecuentemente se debe unir al sitio del 
aceptor en la enzima causando interferencias en la glicosilación de la 
prunina. Las hidrólisis catalizadas por glicosidasas son frecuentemente 
inhibidas por sustratos o productos y este también es el caso para las 
reacciones de síntesis de oligosacáridos por transglicosilación catalizadas por 
β-glucosidasas de Pyrococcus furiosus (Brunis et al. 2003), la cual es inhibida 
acompetitivamente por celobiosa y competitivamente por glucosa. Si bien en 
las últimas décadas ha sido estudiada la síntesis de glicósidos y 
oligosacáridos por hidrólisis inversa, no se ha encontrado en bibliografía 
datos sobre el análisis respecto a inhibiciones por sustrato en este tipo de 
reacción. 
Aunque las curvas de la Figura 12 responden a un comportamiento 
hiperbólico “Michaeliano”, lo hacen sólo en condiciones especiales como es 
este caso la constancia de la concentración de L-ramnosa, por eso se llama 
“aparente” a las constantes cinéticas. La velocidad máxima aparente (Vap) y 
la constante de Michaelis aparente (Kap), calculadas por regresión no lineal 
se grafican en las figuras 14a y 14b como una función de la concentración de 
L-ramnosa. La Vap muestra una clara disminución por incremento de la 
concentración de L-ramnosa, mientras Kap disminuye notablemente hasta 
concentraciones de L-ramnosa cercanas a 1220 mM, variando en menor 
grado para un posterior aumento de concentración de L-ramnosa. 
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Figura 14: Efecto de la concentración de L-ramnosa sobre las constantes 
cinéticas aparentes de la Figura 12 a) Vap; b) Kap; c) Vap/Kap 
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En las figuras 14a y 14b se observa que para las dos concentraciones 
menores de L-ramnosa, el error estándar, indicado en las figuras por la barra 
de error es muy grande. Podría preguntarse si en realidad el descenso de los 
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valores de Kap y Vap no es real y fueron obtenidos de esa manera debido al 
error experimental. Sin embargo la aplicación del F-test estadístico para la 
comparación simultánea de varias series de experimentos PRISM (Graph Pad 
(USA)) indicó que esas hipótesis alternativas de constancia de Kap o Vap 
puede ser rechazada porque los valores de P fueron menores que 0,0001 en 
ambos casos. 
Para bajas concentraciones de L-ramnosa el error estándar de los 
parámetros cinéticos aparentes es alto, debido a que los valores de Kap son 
altos y solamente una pequeña parte de la curva de saturación pudo ser 
registrada (Figura 12), y consecuentemente la incertidumbre en la 
extrapolación necesaria para determinar Kap y Vap es muy alta. Sin 
embargo, la relación Vap / Kap, que representa una constante de velocidad 
de primer orden a bajas concentraciones de prunina, no requiere una 
extrapolación a mayores concentraciones para su correcta determinación. 
Esta relación puede estimarse por regresión no lineal usando la siguiente 
forma de la ecuación de Michaelis - Menten  
 
                              
ap
apap
ap
ap
i K
KV
K
V
v
/[Pr]1
)[Pr]/(
[Pr]
[Pr]
+
=
+
=           (1) 
 
El segundo término en el denominador de la ecuación (1) es pequeño 
cuando Kap es grande frente a concentración de prunina. Con esta ecuación 
se ve que no es necesario registrar una gran parte de la curva de saturación 
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para estimar Vap / Kap, dado que los datos experimentales importantes no 
son los correspondientes a una alta concentración de prunina. 
La relación Vap / Kap fue graficada como una función de la 
concentración de L-ramnosa, en la figura 14c. Se puede ver que el error 
estándar, indicado por las barras de error, es realmente menor que el de las 
constantes aparentes individuales a bajas concentraciones de L-ramnosa. 
 
3.9.3.2 Estudio de la reversibilidad y recuperación de la enzima 
En el estudio de la reversibilidad y recuperación de la enzima, luego de 
la corrida con soluciones que contenían concentración alta de L-ramnosa 
(2440 mM + 46 mM de prunina y 30 U ml-1), el 95,0 % de la actividad de la 
enzima fue recuperada por cromatografía de exclusión por tamaño en una 
columna de Sephadex G-25. La velocidad inicial de la enzima recuperada fue 
medida en una corrida con soluciones que contenían 610 mM de L-ramnosa 
+ 46 mM de prunina y 30 U ml-1 de la enzima. El valor de velocidad inicial 
obtenido fue de 56,6 µM min-1, muy similar al que se obtuvo usando α-L-
ramnosidasa recientemente preparada (55,8 µM min-1). Estos resultados 
confirman la reversibilidad de la inhibición de L-ramnosa, justificando el uso 
de las ecuaciones de velocidad inicial derivadas para el mecanismo de la 
enzima, que incluyen la suposición del equilibrio rápido o estado estacionario. 
La recuperación alta de la enzima luego de ser utilizada es un resultado 
importante para la viabilidad económica de algún proceso eventual que 
pueda ser desarrollado con esta catálisis. 
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3.9.3.3. Consideraciones de mecanismos de reacción 
a) Las ecuaciones de velocidad inicial para la hidrólisis inversa 
catalizada por glicosidasas son cinéticamente equivalentes para 
mecanismos secuenciales y Ping-Pong. Ellas no ajustan los datos 
experimentales. 
Los mecanismos más frecuentes para reacciones de sustratos 
múltiples catalizadas por enzima son el "secuencial" y el "Ping-Pong". En el 
primer caso ambos sustratos se unen a la enzima en forma ordenada 
(siempre primero el mismo sustrato) o al azar (en cualquier orden) para 
formar el "complejo central" que reacciona formando productos que luego se 
liberan (Apéndice B-1). En el mecanismo Ping-Pong se une primero un 
sustrato que provoca una transformación en la enzima liberando un primer 
producto, la enzima modificada reacciona luego con el segundo sustrato y 
libera el segundo producto, regenerando la forma original de la enzima 
(Apéndice- B1). 
Para un sistema Bi-Bi como la hidrólisis inversa considerada aquí en la 
que uno de los productos (el agua) se encuentra siempre presente debido a 
que las glicosidasas solo pueden catalizar reacciones en medios acuosos, se 
puede demostrar (Apéndice-B1) que tanto el mecanismo secuencial como el 
Ping-Pong y algunas otras variantes, conducen a la siguiente expresión para 
la ecuación de velocidad inicial 
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Donde: ωm, χ0, χa y χb son combinaciones de las constantes de velocidad 
 
Cabe mencionar que en los casos en que las condiciones iniciales la 
concentración de ambos productos es cero, en la forma general de la 
ecuación (2) no aparece el término χ0 en el denominador para el mecanismo 
Ping-Pong y la cinética de las velocidades iniciales permite diferenciar ambos 
mecanismos. A partir de la ecuación (2) se puede obtener finalmente la 
correspondiente a los ensayos con A=L-ramnosa fija o B=prunina fija. 
Ninguna de estas reproduce los resultados experimentales de las figuras 13, 
14a y 14c. 
 
b) La ecuación de velocidad inicial para la inhibición por la 
unión de una molécula de L-ramnsosa en el sitio del aceptor 
prunina puede ajustar los datos de la Figura 13 pero no los de la 
Figura 14a. 
Como se mencionó la ecuación (2) no ajusta los datos experimentales 
de las figuras 13 y 14. Tomando B=[P ]=fija no se observó reducción de la 
velocidad inicial a A=[R] grandes, comportamiento que es debido 
evidentemente a una "inhibición por sustrato". Se hace necesario entonces 
emplear ecuaciones provenientes de mecanismos que contemplen la 
inhibición por sustrato. En general los distintos tipos de inhibición pueden ser 
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por producto, en la que los productos producen una aceleración de la 
reacción inversa , o inhibición "sin salida" ("dead end") en la que el inhibidor 
se une a alguna forma de la enzima o sus complejos con sustratos y 
productos conduciendo a un complejo incapaz de reaccionar (Cleland 1963). 
En la inhibición por sustratos, estos se unen a la enzima comportándose 
como inhibidor "sin salida", las ecuaciones de velocidad se obtienen 
sustituyendo en las ecuaciones para otros tipos de inhibidores la 
concentración del inhibidor [I] por la del sustrato en cuestión. En el caso de 
la hidrólisis inversa considerada, una inhibición muy probablemente presente 
es la ocasionada por la unión de una molécula de L-ramnosa al sitio del 
aceptor glicosílico, la prunina en este caso. Esta suposición es apoyada por el 
hecho de que la L-ramnosa es outoglicosilada en presencia de la enzima 
(sección 3.6.1) y para ello una molécula del azúcar debe unirse en el sitio del 
aceptor. Esta unión de una molécula de L-ramnosa en el sitio activo de la 
prunina correspondería a la unión de la misma al "complejo transitorio" EA 
(A=[R]) en el mecanismo secuencial o a la forma "F" modificada de la 
enzima en un mecanismo Ping-Pong.  
Para ambos mecanismos se obtiene nuevamente una ecuación de 
velocidad cinéticamente equivalente que tiene la forma (Apéndice-B2) 
 
                         2
0 AABBA
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abba
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i
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=
χχχχ
ω
                      (3) 
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Para B=[Pr]=constante la ecuación (3) predice la existencia de un 
máximo en un gráfico como el de la Figura 13. Ella ajusta a los datos 
experimentales como indica la aplicación del "runs test", aunque el 
coeficiente R2=0,73 es algo bajo. (El valor de R2 cuantifica la calidad del 
ajuste, es una fracción entre 0,0 y 1,0, y no tiene unidad. Un alto R2 indica 
que la curva está muy cerca de los datos experimentales. Si el modelo 
elegido es inadecuado, podría suceder que R2 sea negativo, R2 no es 
realmente el cuadrado de R). 
Si la concentración de A=[R] es constante toma la forma: 
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y las constantes cinéticas aparentes  
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La ecuación para Vap predice sin embargo un cambio desde cero a ωm 
/ χab cuando A=[R] crece desde cero a infinito, comportamiento que no 
corresponde al observado en la Figura 14a. El comportamiento de Vap / Kap 
es también predicho por la ecuación (5), aunque R2 = 0,52 en este caso. 
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c) La ecuación de velocidad inicial para la inhibición por la 
unión de una molécula adicional de L-ramnosa al complejo central 
ajustan los datos experimentales de la Figura 14a. 
El complejo central (EAB que reacciona para dar EPQ en un 
mecanismo secuencial) raramente une alguna molécula de inhibidor por 
tener sus sitios de unión ocupados (Segel 1975), sin embargo las 
glicosidasas (en especial las glicanasas) suelen tener sitios de unión que 
permiten la unión de oligosacáridos de cadenas más largas que dos 
unidades. Una molécula de L-ramnosa podría entonces unirse al complejo 
central interfiriendo en la catálisis de la reacción. El tratamiento matemático 
también conduce para un mecanismo secuencial a ecuaciones de velocidad 
inicial cinéticamente equivalentes (Apéndice-B3) de la forma: 
 
                            
BAABBA
AB
v
abba
m
i 2
0 ++++
=
χχχχ
ω
                  (6) 
 
Manteniendo B=[Pr]= constante los ajustes de la Figuras 13 y 14c son 
similares a la del caso anterior. Para A=[R]=constante se obtiene para Vap la 
ecuación 
                                    2AA
AVap
abb
m
++
=
χχ
ω
                           (7) 
 
Para A creciente desde cero a infinito esta ecuación predice que Vap 
crece desde cero, pasa por un máximo y luego decrece nuevamente hasta 
Capítulo 3 C: Cinética de la síntesis de narirrutina  
 
 
135 
cero. Este comportamiento correspondería con el de la Figura 14a en el caso 
que en el rango de medidas experimentales solo se observa la parte 
decreciente de la curva. La ecuación (7) ajusta de esta manera los datos 
experimentales. 
 
d) La ecuación de velocidad inicial para la inhibición 
simultánea por unión de L-ramnosa al complejo central y al sitio del 
aceptor, o la de la unión de una molécula de L-ramnosa a un sitio 
"no exclusivo" de la enzima, (presente en el complejo central y en 
todos los demás complejos transitorios) junto con inhibición 
competitiva por unión de L-ramnosa al sitio de prunina, mejoran el 
ajuste de los resultados. 
Si una molécula de L-ramnosa puede unirse como un inhibidor al 
complejo central, también podría hacerlo al complejo formado por L-ramnosa 
(A) unida en su sitio de donante más L-ramnosa unida al sitio de prunina (B), 
formando un complejo inactivo con tres moléculas de L-ramnosa. Tampoco 
debería existir entonces impedimento para que esta molécula de L-ramnosa 
se una al resto de los complejos transitorios y otras formas de la enzima, 
constituyendo un sitio "no exclusivo" (Segel pag 293). El tratamiento de 
estos sistemas para los mecanismos secuenciales (ordenado en estado 
estacionario o al azar con equilibrios rápidos) y Ping-Pong (en estado 
estacionario) (Apéndice-B4) conduce a la siguiente ecuación de velocidad 
inicial 
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                      32
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Esta ecuación interpreta el comportamiento de Vap de la Figura 14a 
en la misma forma que la ecuación (6), pero conduce a un mayor ajuste de 
la Figura 13 (R2=0,72 para la ecuación (6) y R2=0,90 para la ecuación (8)) y 
también para la Figura 14c (R2=0,52 para la ecuación (6) y R2=0,79 para la 
ecuación (8)). 
 
3.9.3.4. Regresiones no lineales  
La regresión no lineal ajusta un modelo matemático a sus datos 
experimentales. El objetivo es encontrar un valor de las constantes cinéticas 
que hacen que la curva generada por el modelo se encuentre lo más cerca 
posible a los datos experimentales. 
Usando regresiones no lineales de modelos surgidos de la ecuación (8) 
fueron trazadas las curvas llenas de las Figuras 13 y 14 y evaluados los 
mejores valores de los parámetros individuales. Como las constantes de la 
ecuación (8) son combinaciones de constantes cinéticas que son siempre 
positivas, su valor debe estar restringido como mayor o igual a cero. 
Cabe mencionar que en las ecuaciones de velocidad inicial puede 
seleccionarse cual término del numerador o el denominador tendrá un 
coeficiente igual a uno, dividendo numerador y denominador por el 
coeficiente de dicho término. 
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Para prunina (B) como reactivo fijo la ecuación (8) toma la forma: 
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Los términos entre corchetes son constantes para cada valor de B. Los 
coeficientes χi pueden ser evaluados en principio por representaciones 
secundarias del valor que toma el término en el corchete (evaluado por 
regresión no lineal) en función de B=[Pr]. 
Los valores de las constantes cinéticas aparentes derivadas de la 
ecuación (8) considerando A=[R]= fija son: 
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Los siguientes valores fueron obtenidos por regresiones no lineales: 
por gráficos secundarios de la ec (9) 
        ωm = (4.4 ± 0.5).103 min-1;            χ0 = (2.7 ± 0.8).109 (mM)3    
de la ecuación (10): 
 χ0 = (5.4 ± 1).109 (mM)3;   χa2 b = 33 ± 7;   ωm= (1.2 ± 0.5).103 min-1 
                              χb = (4.7 ± 2).105 (mM)2  
de la ecuación (11): 
                 ωm = (1.0 ± 0.1).103 min-1  ; χ0 = (3.5± 0.6).109 (mM)3 
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Para las ecuaciones 9 y 11 el mejor ajuste fue obtenido con: 
   χa  =  χb  =     χa2  = 0, lo que es equivalente a: 
                 {χ0  + χb  B} + A3 >> {χa  + χa b B} A + {χa2  + χa2 b B } A2 
 
La complejidad de las ecuaciones matemáticas que sí dependen del 
mecanismo cinético, y el número elevado de incógnitas no permitieron 
evaluar constantes cinéticas y constantes individuales de unión a partir de los 
coeficientes de la ecuación (8). 
 
3.10. Conclusiones 
 La cinética de la síntesis de narirrutina por hidrólisis inversa 
catalizada por α-L-ramnosidasa de A.niger revela una fuerte inhibición por L-
ramnosa. 
 La inhibición es reversible permitiendo realizar análisis 
convencionales para el estado estacionario y equilibrios rápidos. 
 El mejor ajuste de los datos experimentales se obtiene con la 
ecuación derivada para una inhibición competitiva junto con una inhibición 
"no exclusiva". 
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              Apéndice-A 
Interpretación Espectroscópica de 
compuestos por Resonancia Magnética Nuclear 
 
A.1 Introducción 
La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una de las técnicas más 
utilizadas en Química para la determinación estructural de compuestos 
orgánicos, en experimentos de 1 Dimensión (1D) y 2 Dimensiones (2D). Es 
una metodología que se aplica actualmente de rutina para 1H y 13C RMN en 
Química, su uso se ha extendido a la Biología y Medicina. 
El análisis espectroscópico 1D por RMN de 1H aporta tres parámetros 
importantes: el corrimiento químico (δ) que depende del entorno químico de 
los protones presentes en un compuesto, la integración de cada grupo de 
señales que proporciona la cantidad relativa de protones y la constante de 
acoplamiento “J “que aporta información en la señal analizada de los 
protones presentes a dos, tres y cuatro enlaces, por el patrón de 
acoplamiento observado. 
El análisis del espectro de 1H RMN posibilita en algunos compuestos 
determinar la estructura de la molécula, pero en otras es necesario la 
aplicación de técnicas en 1D de 13C RMN y de RMN 2D. La espectroscopia de 
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13C RMN, rutinariamente registrada con desacoplamiento protónico, 
proporciona la información de los carbonos presentes en la estructura en 
estudio, con corrimientos químicos característicos (δ) acorde a su entorno. 
Los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear que se utilizaron 
en este trabajo de tesis para determinar la estructura molecular de algunos 
compuestos son espectroscopia en 1D de 1H y 13C RMN y DEPT y 
experimentos en 2D de 1H,1H COSY, HSQC y HMBC. 
 
 DEPT ( Distortionless  Enhancement by  Polarization  Transfer) 
Es una técnica en una dimensión que permite establecer la 
multiplicidad de los átomos de carbono, información que se pierde en el 
espectro con desacoplamiento protónico y que se recupera por esta 
metodología. Se diferencian las señales debidas a CH, CH2, CH3 y se asignan 
los carbonos cuaternarios, por el análisis conjunto con el totalmente 
desacoplado.  
En la secuencia de pulsos del experimento se produce una 
transferencia de polarización de los núcleos de hidrógeno a los de carbono 
que permite aumentar la sensibilidad de los núcleos de carbono. 
El grado de transferencia de polarización está determinado por el 
ángulo θ del último pulso. Los espectros con un ángulo θ de 135º 
diferencian carbonos con número de hidrógenos impares (CH y CH3) de los 
pares (CH2), observando señales en sentidos opuestos. 
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    θ = 45º máxima transferencia a CH, CH2 y CH3 
    θ = 90º solo aparecen señal de CH, (CH2 y CH3 no dan señal) 
    θ = 135º CH y CH3 dan señal positiva y CH2 da señal negativa (o 
viceversa). 
En este trabajo se realizó el experimento con θ = 135º, asignando los 
carbonos cuaternarios al comparar el espectro de RMN 13C totalmente 
desacoplado con el experimento DEPT con θ = 135º. 
 
 
1H,1H COSY (Homonuclear CO relation SpectroscopY) 
Es una técnica en 2D homonuclear, basada en el acoplamiento escalar 
spin-spin obteniendo un espectro en 3 dimensiones, al cual se le realizan 
cortes a diferentes alturas, obteniendo el espectro en 2 dimensiones de 
contornos. 
En ambos ejes de coordenadas se encuentran los desplazamientos 
químicos de protones que confluyen en la diagonal por la intersección de las 
señales del eje vertical (F1), con el eje horizontal (F2). Las señales que 
aparecen fuera de la diagonal como picos cruzados (cross peaks) 
correlacionan los desplazamientos químicos de un núcleo con otro e indican 
el acoplamiento escalar entre ellos, lo cual permite realizar una asignación 
directa y secuencial de los protones adyacentes. 
Los espectros tienen simetría cuadrada y como todos los espectros 2D 
las intensidades de las señales pueden representarse como valles y picos, 
los datos son presentados en 3D, pero esto provoca distorsiones. Los 
espectros 3D se interpretan a través de los contornos que muestran las 
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intensidades de los picos a diferentes secciones de corte, obteniéndose los 
espectros 2D. El plano de la sección de corte debe ser tal que muestre las 
señales más débiles que están correlacionadas y no muestre aquellas que 
puedan llegar a ser impurezas en el espectro. 
 
 HSQC (Inverse Heteronucear  Single  Quantum  Correlation) 
HSQC es un experimento en 2D que correlaciona núcleos de carbonos 
con protones acoplados a un enlace (1JCH), por lo cual los carbonos 
cuaternarios no se observan. Se aplica en este experimento pulsos de 
gradiente de campo. El eje F1 es derivado del tiempo de espera variable t1, 
es el eje de los protones. El eje F2 obtenido durante t2 es el eje de los 
carbonos. Los carbonos aparecen en el eje F2 como singletes. Este 
experimento es de mayor sensibilidad que el experimento HETCOR 
(HETeronuclear Chemical shift CORrelation), que brinda la misma 
información. 
 
 HMBC (Heteronucear  Multiple  Bond  Correlation) 
Es una técnica espectroscópica en 2D, actualmente es muy usada 
para correlacionar núcleos de C-13 con protones acoplados a dos y tres 
enlaces donde uno de los átomos del trayecto puede ser diferente al 
carbono. Permite vía detección del protón o el carbono obtener la 
información a largo alcance del átomo de carbono o del protón 
respectivamente. Se trabaja con gradientes pulsados de campo. Este 
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experimento es una variante mas sensible que el experimento COLOC 
(COrrelation via LOng Range Couplings). En el análisis del espectro hay que 
tener la precaución de considerar que las señales a dos enlaces 2JCH son 
encontradas, en cambio las 3JCH no siempre aparecen. El espectro de 
correlación heteronuclear a largo alcance, muestra claramente las 
conectividades de todos los átomos de hidrógeno y carbono involucrados, 
incluyendo a los carbonos cuaternarios. En el eje horizontal se encuentra el 
espectro de 1H y en el eje vertical el de 13C, por lo que por entrecruzamiento 
de picos se puede asignar las conectividades. 
 
A.2. Identificación de los productos de síntesis enzimática 
por RMN 
A.2.1. Identificación estructural de: etil-α-L-ramnósido, propil α-L- 
ramnósido e isopropil-α-L-ramnósido 
Los alquil-α-L-ramnósidos sintetizados por hidrólisis inversa etil-α-L-
ramnósido, propil-α-L-ramnósido e isopropil-α-L-ramnósido (sección 2.2.4) y 
purificados por HPLC (sección 2.2.5), se le realizaron espectros de 
Resonancia Magnética Nuclear 1H y 13C RMN en una dimensión (1D). Los 
espectros se registraron en un equipo Brucker AC 200,13 MHz (Universidad 
Nacional de Córdoba), se empleó dimetil sulfóxido deuterado (DMSO-d6) 
como disolvente, tetra metil silano (TMS) como referencia interna y se 
trabajó a temperatura ambiente.  
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Para su análisis se asignó la siguiente numeración: 
 
O
OH
H
OH
H
H
H
OHCH3
H
2
3
4
5
6
O
O
OH
H
OH
H
H
H
OHCH3
H
O
C
H2
H2
C
CH3
C
H2
CH3
123
5
6
8
9
O
OH
H
OH
H
H
H
OHCH3
H
13
4
5
6
O CH37 8HC
CH3
9
etil−α−L-ramnósido
propil−α−L-ramnósido
isopropil−α−L-ramnósido
1
4
2
7
8
7
 
En el análisis de los espectros 1H RMN realizados a 200,13 MHz, de los 
alquilramnósidos: etil-α-L-ramnósido Figura 1, propil-α-L-ramnósido Figura 2 
e isopropil-α-L-ramnósido Figura 3, en el rango de (δH 3,10-3,60) se observó 
en todos los espectros una serie de señales complejas de los hidrógenos e 
hidroxilos del anillo piranósico. Las resonancias protónicas que se asignaron 
claramente corresponden a: 
• los hidrógenos unidos a carbono anoméricos, observando el H-1 a δH 
4,52 (etil-α-L-ramnósido); 4,56 (propil-α-L-ramnósido) y 4,57 
(isopropil-α-L-ramnósido), 
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• los hidrógenos del grupo metilo del anillo piranósico H-6 a δH 1,17 
(etil-α-L-ramnósido y propil-α-L-ramnósido) y a δH 1,10 (isopropil-α-L-
ramnósido),  
• y las señales de la cadena lateral.  
 
En el espectro protónico de propil-α-L-ramósido (Figura 2-a) las 
señales de la cadena lateral se encontraron a: campos altos los hidrógenos 
del grupo metilo H-9 a δH 0,90, el grupo metileno H-8 a δH1,55 se lo observó 
como un sexteto por acoplamiento con los hidrógenos vecinos y el metileno 
H-7 resuena a campos intermedios por estar unido a oxígeno. En el espectro 
de isopropil-α-L-ramnósido (Figura 3-a) se observó al H-7 como un septeto a 
δH 3,82 por el acoplamiento con dos grupos metilos, a δH 1,16 aparece la 
señal que integra para los dos metilos H-8 y H-9. En el espectro del etil-α-L-
ramnósido (Figura 1-a) la señal del grupo metilo H-8 se la observó como un 
triplete a δH 1,15 por estar acoplado al metileno, cuya señal está solapada 
con el metilo de la L-ramnosa (Tabla 1). 
 
Tabla 1: 1H RMN alquil-α–L-ramnósidos (DMSO-d6,TMS,200,13 MHz) 
Núcleo  
del átomo 
de H 
etilramnósido 
    δ (ppm) 
propilramnósido 
  δ (ppm) 
isopropilramnósido 
     δ (ppm) 
          1  4,52; d 4,56; d 4,67; d 
          6 1,17; d; 6,3 1,17; d; 6,65 1,10; d; 6,22 
          7 señal solapada Señal solapada 3,82;sept;6 ,21  
          8 1,15; t; 6,8 1,55;Sex.;7,10 1,16; d; 6,21 
          9 ------- 0.90; t; 7,1 1,16; d; 6,21* 
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Los espectros 1H RMN de los glicósidos sintetizados indican que 
solamente se obtuvo el anómero alfa (α) (De Bruyn et al. 1976) y que en 
todos los compuestos sintetizados la unión glicosídica se produce entre el 
hidroxilo del carbono anomérico con los alcoholes. 
Los espectros de 13C RMN de los compuestos sintetizados en el 
laboratorio, se compararon con espectros simulados por el programa 
ACDLabs. Se pudo observar una gran similitud en los desplazamientos 
químicos experimentales respecto a los simulados, las ligeras diferencias 
observadas pueden ser consecuencia de que en los simulados no todos los 
parámetros están incluidos, entre ellos el efecto de solvente y otros efectos 
anisotrópicos. Los espectros de 13C RMN de etil-α-L-ramnósido Figura 1-b, 
propil-α-L-ramnósido Figura 2-b e isopropil-α-L-ramnósido Figura 3-b, 
claramente muestran señales a campos bajos del carbono hemiacetálico (C-
1), desprotegido por dos átomos de oxígeno vecinos, apareciendo a δC 
100,63; δC 100,79; y a δC 98,9 respectivamente. A campos intermedios se 
observan en los tres derivados cinco señales adjudicadas a los carbonos 
restantes del anillo piranósico y el carbono metilénico C-7 de la cadena 
lateral unido a oxígeno aparece a δC 62,7 para etil-α-L-ramnósido, δC 68,9 en 
el propil-α-L-ramnósido y el carbono metínico a δC 68,6 para isopropil-α-L-
ramnósido. A campos altos se observó en los tres compuestos el carbono del 
metilo del anillo piranósico C-6 a δC 18,8, mientras que el metilo de la 
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cadena lateral del etil-α-L-ramnósodio C-8 resuena a δC 15,9, en el proil-α-L-
ramnósodio a δC 23,2 y a δC 24,1 para el isopropil-α-L-ramnósido (Tabla 2). 
 
 
Tabla 2: 13C RMN alquil-α–L-ramnósidos (DMSO-d6,TMS, 50,03 MHz) 
 
         *señales intercambiables 
 
 
Los espectros RMN de propil-α-L-ramnósido e isopropil-α-L-ramnósido 
fueron similares a los reportados en bibliografía (Kasai et al. 1979); De 
Bruyn 1976). Del análisis espectroscópico por Resonancia Magnética Nuclear 
se puede concluir que los compuestos sintetizados corresponden a etil-α-L-
ramnósido, propil-α-L-ramnósido e isopropil-α-L-ramnósido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Núcleo del 
átomo de C 
etilramnósido 
    δ (ppm) 
propilramnósido 
  δ (ppm) 
isopropilramnósido 
     δ (ppm) 
1 100,6 100,8 98,9 
2 71,5 71,4 71,6 
3 72,9 72,9 73,0 
4 71,7 71,7 71,9 
5 69,2 69,2 69,3 
6 18,8 18,8 18,8 
7 62,7 68,9 68,6 
8 15,9 23,2 24,1* 
9 ------- 11,5 22,2* 
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Figura 1: etil-α-L-ramnósido (DMSO-d6, δ, TMS: a) 1H RMN (200,13 MHz), b) 13C 
RMN (50,03 MHz 
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Figura 2: propil-α-L-ramnósido (DMSO-d6, δ, TMS): a) 1H RMN (200,13 MHz), b) 13C 
RMN (50,03 MHz) 
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Figura 3: isopropil-α-L-ramnósido (DMSO-d6, δ, TMS): a) 1H RMN (200,13 MHz), b) 
13C-RMN (50,03 MHz) 
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A-2.2. Identificación estructural de ramnoglucósidos 
Los α-L-ramnoglucósidos sintetizados por la reacción enzimática 
descripta en la sección 3.6.1, cuando se utilizó L-ramnosa como dador y D-
glucosa como aceptor glicosílico, cuyos tiempos de retención fueron: 30,2 
(compuesto 3); 32,7 (compuesto 1) y 41 minutos (compuesto 2), se 
separaron por HPLC para la determinación de sus estructuras (sección 
3.5.5). La caracterización de los oligosacáridos se efectuó por técnicas de 
Resonancia Magnética Nuclear 1D y 2D. Los espectros se registraron en un 
equipo Brucker Avance 500 MHz (Facultd de Ciencias Exactas y Naturales de 
la UBA), se empleó dimetil sulfóxido como disolvente (DMSO-d6) y tetra 
metil silano (TMS) como referncia interna a temperatura ambiente. Las 
FID´s (decaimiento libre de la inducción) se procesaron con los programas 
WIN-NMR y MESTREC. 
La síntesis de ramnoglucósidos por hidrólisis inversa se llevó a cabo 
en solución acuosa, por lo cual al tener la D-glucosa libre el grupo hidroxilo 
del carbono anomérico en este medio, están en equilibrio los dos anómeros 
α y β a través de la forma silla abierta y este equilibrio proporciona el 
anómero que va cristalizando, de acuerdo a la temperatura de evaporación 
del agua. A temperaturas superiores 98 ºC, se obtienen cristales puros del 
anómero β y a temperatura menores se forma el anómero α. Las 
condiciones que se utilizaron para la evaporación posibilita la formación de 
los dos anómeros. 
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A-2.2.1. Compuesto1: 6-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa 
 
Este compuesto corresponde al producto de síntesis enzimática por 
hidrólisis inversa que eluye a un tiempo de retención de 32,7 min en la 
columna NH2 y coincide con el tR de la rutinosa, que se la obtuvo por 
hidrólisis ácida de hesperidina. Luego del tratamiento se obtuvieron 7,13 mg 
para el análisis espectroscópico de RMN en 1D y 2D. Las técnicas utilizadas 
fueron 1H y 13C RMN, DEPT, 1H,1H COSY, HSQC, HMBC. 
Para su análisis se asignó una numeración a los átomos de hidrógeno 
y carbono del disacárido, indicados en la siguiente estructura: 
 
          
O
OH
H
OH
H
H
H
OHCH3
H
O
O
OH
H
H
OH
H
H
HO H
OH
C
H H
1´
2´
3´
4´
5´
6´
1
2
5
6
4
3
 
En el espectro protónico realizado a 500,13 MHz en DMSO-d6 (Figura 
4) se observaron además de los átomos de hidrógeno unidos a carbono, los 
hidrógenos de grupos hidroxilos, precisando los primeros en el experimento 
HSQC por las conectividades observadas de H-C a un enlace, como se 
destaca en algunas correlaciones indicadas en la Figura 5. Las señales de 
absorción de los átomos de carbono se registraron en el espectro con 
desacoplamiento protónico (Figura 6), confirmando en el análisis del DEPT a 
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135º las señales de metilos y metinos observadas en un sentido del espectro 
y metilenos del lado inverso. La secuencia de correlación entre los átomos 
de hidrógeno acoplados en la L-ramnosa y la D-glucosa fueron determinados 
en el espectro 1H,1H COSY (Figura 7) y en todos los casos los átomos de 
carbono y/o hidrógeno fueron adjudicados en el espectro HSQC. La unión 
glicosídica se confirmó por las conectividades a dos y tres enlaces H-C en el 
experimento HMBC (Figura 8). 
En el espectro protónico a campos bajos se observaron tres 
hidrógenos de carbonos anoméricos (Figura 4), con desplazamientos 
químicos característicos asignados por el espectro HSQC (Figura 5). 
El hidrógeno del carbono anomérico del resto L-ramnosa H-1´α se 
observa a δH 4,55 (δC 100,6), cuyo desplazamiento químico coincide con lo 
informado en bibliografía (Tatsuzawa et al. 2005). Con respecto a la D-
glucosa, los hidrógenos anoméricos se encuentran a H-1α a δH 4,88 (δC 
92,7) y H-1β a δH 4,26 (δC 96,8), estos desplazamientos químicos están de 
acuerdo con las relaciones carbono/hidrógeno anoméricos, propuestas por 
Breitmaier, pág 379. 
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Figura 4: 1H RMN compuesto 1 (DMSO-d6 ,δ, TMS, 500,13 MHz) 
    
3
.
8
3
6
4
3
.
8
3
4
0
3
.
8
1
4
4
3
.
8
1
2
0
3
.
7
8
1
7
3
.
7
7
8
9
3
.
7
6
0
2
3
.
7
5
7
8
( p p m )
3 . 7 63 . 8 03 . 8 4
4
.
9
8
8
7
4
.
9
2
0
1
4
.
8
8
8
4
4
.
7
1
2
9
4
.
5
4
9
3
4
.
5
2
9
6
4
.
4
8
9
8
4
.
2
7
6
8
4
.
2
6
2
9
4
.
2
4
9
0
4
.
1
4
3
0
4
.
1
3
2
4
4
.
1
2
1
9
3
.
8
3
6
4
3
.
8
3
4
0
3
.
8
1
4
4
3
.
8
1
2
0
3
.
7
8
1
7
3
.
7
7
8
9
3
.
7
6
0
2
3
.
7
5
7
8
3
.
6
9
4
9
3
.
6
7
4
8
3
.
5
8
7
9
3
.
4
1
1
4
3
.
3
9
2
7
3
.
3
3
9
9
3
.
3
0
6
8
3
.
2
3
3
4
3
.
2
1
4
2
3
.
1
6
8
7
3
.
1
0
2
5
2
.
9
6
7
7
2
.
8
7
8
0
2
.
5
0
3
8
2
.
5
0
0
4
2
.
4
9
6
6
1
.
6
2
6
9
1
.
3
4
5
8
1
.
2
7
7
2
1
.
1
2
9
4
1
.
1
2
3
7
1
.
1
1
7
4
1
.
1
1
1
2
( p p m )
1 . 21 . 41 . 61 . 82 . 02 . 22 . 42 . 62 . 83 . 03 . 23 . 43 . 63 . 84 . 04 . 24 . 44 . 64 . 85 . 0
1
.
1
2
9
4
1
.
1
2
3
7
1
.
1
1
7
4
1
.
1
1
1
2
( p p m )
1 . 1 01 . 1 5
 
I: Iimpureza: Ftalato 
 
Figura 5: HSQC compuesto 1 (DMSO-d6 , 500,13 MHz).                                                                                       
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En el espectro HSQC se observan las correlaciones H-C (Figura 5), 
que fueron corroboradas con el espectro de 13C por las posiciones de 
resonancia esperada (Figura 6). Estas señales se encuentran a campos bajos 
porque están desprotegidos por los átomos de oxígeno del anillo piranósico 
y de la unión glicosídica.  
 
 
Figura 6: 13C RMN compuesto 1 (DMSO-d6 ,δ, TMS, 125 MHz) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         I:impureza Ftalato 
 
En el espectro 1H,1H COSY (Figura 7) el H-1´α a δH 4,55 correlaciona 
fuera de la diagonal con el H-2´ a δH 3,59 (δC 70,3). Con la misma 
metodología se asignaron los desplazamientos químicos de los átomos de 
hidrógeno H-3´, H-4´-H-5´, H-6´ de la L-ramnosa; H-3, H-4, H-5- H-6 de la 
1
0
0
.
5
6
8
4
1
0
0
.
4
0
9
5
9
6
.
8
3
4
5
9
2
.
1
9
7
8
7
6
.
5
9
0
4
7
5
.
1
4
5
9
7
4
.
7
1
9
8
7
2
.
9
9
3
7
7
2
.
2
4
2
5
7
1
.
9
7
5
3
7
0
.
6
2
4
8
7
0
.
4
0
8
1
7
0
.
2
8
5
3
6
8
.
3
0
6
4
6
8
.
2
1
9
7
6
7
.
4
0
3
6
6
6
.
9
9
9
2
4
0
.
0
0
9
4
3
9
.
8
3
6
1
3
9
.
6
7
0
0
3
9
.
5
0
3
8
3
9
.
3
3
7
7
3
9
.
1
7
1
6
3
9
.
0
0
5
5
3
8
.
0
6
6
6
2
9
.
7
8
2
6
2
8
.
3
4
5
4
2
3
.
2
3
2
0
2
2
.
3
7
9
8
1
7
.
8
9
4
7
( p p m )
2 02 53 03 54 04 55 05 56 06 57 07 58 08 59 09 51 0 0
C-1´ 
C-1β 
C-1α 
C-6´ 
I I 
Apéndice-A: Interpretación Espectroscópica de compuestos por RMN 
 
 
161 
D-glucosa y los respectivos desplazamientos químicos de los átomos de 
carbono por el experimento HSQC (Figura 5), indicados en la Tabla 3. En la 
Figura 7, se destacan algunas de las correlaciones encontradas. 
 
Figura 7: 1H-1H COSY compuesto 1 (DMSO-d6 ,δ, TMS, 500,13 MHz) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3: 1H y 13C RMN compuesto 1 (DMSO-d6, 500,13 MHz) de 6-O-α-L-
ramnopiranosil-D-glucopiranosa. (Corrimiento químico (ppm); multiplicidad; 
constante de acoplamiento (Hz)) 
 
ramnosa        δH      δC glucosa δH       δC 
4,55;d;1,4 100,6 α:4,88;d;3,8       92,7 1´ 
4,53 100,4 
1 
β:4,26; d       96,8 
α:3,11, m       92,2 2´ 3,59; dd 70,1 2 
β:2,89; m       70,3 
3´ 3,41; m 70,5 3 3,41       70,4 
4´ 3,10; m 72,0 4 3,16       71,5 
5´ 3,39, m 68,5 5 3,32; m       71,7 
a:3,83; s 1,11;d; 6,2 α 
b:3,81, s 
      67,0 
a:3,78, s 
6´ 
1,12;d; 6,2 
17,9 6 
β 
b:3,76,s 
      66,8 
ppm (f2)
1.02.03.04.05.0
1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
ppm (f1)
H-6´
H-6´/ H-5´
H-5´
H-1´
H-2´H-1´/H-2´
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La presencia de los anómeros α y β del anillo de la D-glucosa conduce 
a dos especies con diferente estereoquímica del disacárido, lo cual es 
observado en los desplazamientos químicos significativos de los H-1 y C-1 y 
señales muy próximas de otros núcleos de carbono y/o hidrógeno de ambos 
anómeros. 
En el espectro 1H RMN se observa a campos altos dos señales de 
dobletes de metilo (H-6´) a δH 1,11 y 1,12 (Figura 4), acoplados con H-5´ 
(Figura 7), determinando por correlación a un enlace en el espectro HSQC 
que en ambos metilos, el desplazamiento químico del carbono se encuentra 
a δC17,9 (Figura 5). La presencia de dos grupos metilenos según el espectro 
protónico a δH 6αa 3,83; δ H 6αb 3,81 y a δ H 6βa 3,78; δH 6βb 3,76 están 
conectados a los siguientes átomos de carbono δC 67,0 y δC 66,9 
respectivamente (Figuras 4 y 5). Los valores de los desplazamientos 
químicos de los carbonos metilénicos encontrados, están de acuerdo a lo 
informado por Nair C-6: δC  66,5 (Nair 1984).  
Las señales a δH 4,55 y δH 4,53, adjudicadas a H-1´de la L-ramnosa 
en las dos especies anoméricas, por el experimento HSQC se determina que 
están unidos a carbonos muy próximos a δC100,6 y δC 100,4 
respectivamente.  
El análisis minucioso de los espectros 1D y 2D (H,H COSY y HSQC) 
permitió adjudicar las posiciones de absorción precisas de algunos átomos 
en la molécula de 6-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa en las dos 
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especies, lo cual posibilitó establecer el tipo de unión glicosídica α (1→6) 
entre la L-ramnosa y la D-glucosa, por las conectividades H/C a tres enlaces 
en el experimento HMBC, como se indica en Figura 8. 
 
 
Figura 8: HMBC compuesto 1 (DMSO-d6 , δ, TMS, 500,13 MHz) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La unión glicosídica α (1→6) (Figura 9) se confirmó por HMBC (Figura 
8) por los puntos de confluencia de: 
• C-1´ (δ 100,6) con los átomos de hidrógenos de los grupos 
metilenos H-6αa (δH 3,83); H-6αb (δ H 3,81) y H-6βa (δ H 3,78); H-6βb (δH 
3,76) 
• H-1´ (δH 4,55) con C-6 (δC  67,0 y 66,9) 
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Figura 9: Líneas de correlación de experimento HMBC que permitieron 
establecer la unión glicosídica del producto obtenido de la síntesis 6-O-α-L-
ramnopiranosil-D-glucopiranosa 
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Otras conectividades que sustentan las asignaciones a 2 y 3 enlaces 
en el disacárido analizado son las siguientes: 
• C-1´(δC 100,6) con H-5´ (δH 3,39)  
• H-1´α (δH 4,55) con C-5´ (δC68,5) 
• H-1´ α (δH 4,55) con C-3´ (δC 70,5) 
 
Por los resultados del análisis espectroscópico realizado, la estructura 
del compuesto 1 corresponde a: 6-O-α-L-ramnopiranosilD-glucopiranosa. 
 
A-2.2.2. Compuesto 2: 3-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa  
Este compuesto corresponde al producto de la síntesis enzimática por 
hidrólisis inversa que eluye con un tiempo de retención de 41 minutos en la 
columna NH2. Luego de su separación por HPLC, evaporación al vacío y 
liofilización se obtuvieron 1,24 mg que se analizaron por espectroscopía 
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RMN. Las técnicas utilizadas fueron 1H RMN, 1H,1H COSY y HSQC. Para su 
análisis se asignó la numeración indicada en la figura siguiente: 
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OH
H
OH
H
H
H
OHCH3
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O1´
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H
H
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H
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En el espectro protónico realizado a 500,13 MHz en DMSO-d6 (Figura 
10), además de los hidrógenos unidos a carbono, también se observan los 
hidrógenos de grupos hidroxilos, precisando los primeros por el experimento 
HSQC (Figura 11).  
En el espectro protónico de Figura 10, se amplió el rango entre δH 4,0 
y 5,0, donde se observa tres señales de hidrógenos unidos a carbonos 
anoméricos con desplazamientos químicos a H-1´ δH 4,72; H-1α a δH 4,90 y 
H-1β a δH 4,27, que por el experimento HSQC (Figura 11) corresponden a 
conectividades de tres carbonos anoméricos, siendo sus corrimientos 
químicos: δC 101,4; 92,1 y 96,5 respectivamente.  
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Figura 10: 1H RMN compuesto 2 (DMSO-d6 ,δ, TMS, 500,13 MHz) 
 
 
                   
                       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         
 
 
                   Figura 11: HSQC compuesto 2 (DMSO-d6 , 500,13 MHz). 
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Figura 12: 1H,1H COSY compuesto 2,(DMSO-d6 , 500,13 MHz 
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La secuencia de correlación entre los átomos de hidrógeno acoplados 
en la L-ramnosa y la D-glucosa fueron determinados en el espectro 1H,1H 
COSY (Figura 12). De los análisis espectroscópicos  del compuesto 2 (Tabla 
2), se encontraron diferencias significativas con respecto al compuesto 1 
(Tabla 1), ellas son: 
• A campos altos se observa la señal solamente de un doblete 
correspondiente al grupo metilo de la L-ramnosa a δH 1,10 (δC 17,8), 
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debido a que esteroquímicamente no hubo modificación en la posición 
de los anómeros. 
• Los hidrógenos metilénicos del resto –CH2OH se observan a campos 
más altos que los del disacárido con unión glicosídica α (1→6), estos 
datos coinciden con los informados por Tatsuzawa en 2004, quien 
justifica la posición de absorción debido a que el grupo hidroxilo unido 
a C-6 se encuentra libre. Esta diferencia se observa en el disacárido 
analizado donde el desplazamiento químico del C-6 de la glucosa se 
observa a δC 61,2 (Tabla 4), resultados acordes a lo informado por 
Nair δC-6 61,0 (Nair 1984), mientras que en el compuesto 1 el 
desplazamiento químico del C-6 es de 67,0 ppm. 
• El desplazamiento químico del C-3 en la D-glucosa se encuentra a δC 
76,7 (Tabla 4), a campos menores que el observado en el C-3 del 
compuesto 1, lo que estaría indicando que este carbono esta 
participando de la unión glicosídica α (1→3).  
 
Tabla 4: Diferencias significativas de algunas frecuencias de absorción de 3-O-
α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa y 6-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa 
 
         3-O-α-L-
ramnopiranosil-D-
glucopiranosa 
   (compuesto 2) 
6-O-α-L-
ramnopiranosil-D-
glucopiranosa 
      (compuesto 1) 
 
Núcleo del 
átomo 
δ (ppm)      δ (ppm) 
      H-1´ 4,72 4,55 
       C-3 76,7 70,4 
       C-6 61,2 67,0 
   H-6 a y b a: 3,64  b: 3,57 A: 3,83   b:3,81 
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Por todo lo analizado se podría proponer que el compuesto 3 
corresponde a 3-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa. 
A-2.2.3. Compuesto3: 2-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa  
 
Este compuesto corresponde al producto de síntesis enzimática por 
hidrólisis inversa que eluye a un tiempo de retención de 30,2 minutos en la 
columna NH2, y coincide con el tR de neohesperidosa, obtenida 
experimentalmente por hidrólisis ácida de naringina. Luego del tratamiento 
de la muestra se obtuvieron 1,79 mg para el análisis espectroscópico de 
RMN. Las técnicas utilizadas fueron 1H RMN, 1H,1H COSY, HSQC. 
Para su análisis se asignó la numeración a los átomos de hidrógeno y 
carbono del disacárido, indicados en la siguiente estructura: 
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Por la proximidad del tR de este compuesto en la columna NH2 con la 
rutinosa (Compuesto 1), en los espectros RMN se detecta la presencia de 
una mezcla de ambos productos, al descartar las señales adjudicadas a 
rutinosa y comparando con el espectro 1H- RMN simulado por ACD Labs, se 
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asignaron los hidrógenos de los carbonos anoméricos de este compuesto 
(Tabla 5). 
 
 
Tabla 5: 1H y 13C RMN compuesto 3 (DMSO-d6, 500,13 MHz). Corrimiento 
químico (ppm), de carbonos anoméricos e hidrógenos 
 
 
 
 
 
 
Por los experimentos 1H,1H COSY y HSQC se determinaron las 
correlaciones de los hidrógenos y carbonos encontrando diferencia en el 
desplazamiento químico del C-2 del resto glucosa a un δC de 79,2, con 
respecto al compuesto 1 (Tabla 3). Este desplazamiento a campos menores, 
estaría indicando la presencia de la unión glicosídica α (1→2). El metileno al 
igual que en el compuesto 2 aparece a campos más altos a δC  60,8 y a δH 
3,65 y 3,57, lo que indicaría que el hidroxilo del grupo –CH2OH estaría libre. 
Nair (1984), encontró estas diferencias significativas en los desplazamientos 
químicos del carbono entre neoheseridosa (C-2: δC 77,3 y C-6 δC  61,0) y 
rutinosa (C-2: δC 73,5 y C-6 δC 66,5). 
Por todo lo analizado se podría proponer que el compuesto 3 
correspondería a 2-O-α-L-ramnopiranosil-D-glucopiranosa. 
 
        Núcleo  
     del átomo 
δH δC 
1´ 5,06 99,8 
1α 4,97 91,2 
1β 4,75 102,1 
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Apéndice-B 
Cinética de la síntesis de narirrutina 
 
B.1. Ecuaciones de velocidad inicial para posibles 
mecanismos comunes de la reacción de hidrólisis inversa. 
Cleland (Cleland 1963b) usando el método de King Altman (Segel 
1975), pag 506, derivó expresiones completas de velocidad (aplicables 
durante todo el transcurso de la reacción) para distintos mecanismos de 
reacción catalizados por enzimas con dos o más sustratos o productos, 
basados en la teoría del estado estacionario. Aplicando estos procedimientos 
a la hidrólisis inversa tomada como un sistema Bi-Bi del tipo: 
 
                           A    +    B                 P    +    Q 
 
En este caso: 
A = [ R ]                                   P = [H2O ]   
B = [ Pr ]                                  Q = [ Nrt ] 
 
 
Si obedece a un mecanismo secuencial ordenado, el esquema del 
mecanismo según la notación de Cleland sería el siguiente (Cleland 1963 I): 
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           A                    B                                  P                 Q 
    
       K1     K2               K3     K4                                K7     K8              K9   K10   
  
 
                                                             K5 
          E          EA              (EAB)   K6   (EPQ)           EQ              E 
 
 
Donde EA, EQ son los complejos transitorios y (EAB) y (EPQ) son los 
complejos centrales. 
Para la velocidad inicial de la hidrólisis inversa (considerando 
P=[H2O]≠0 por requerir las glicosidasas un medio acuoso para su acción y 
Q=[Nrt]=0) se obtiene a partir de la ecuación completa de velocidad  
 
   
pK
ABPAP
KV
V
K
K
V
V
P
K
K
ABBKAKKK
BAV
v
ieqia
q
eq
q
abbia
i
++++++
=
1
. 
2
1
2
1
1        (B.1.1) 
 
Donde: 
 
iv : velocidad inicial 
V1: velocidad máxima de la reacción directa 
V2: velocidad máxima de la reacción inversa 
A: concentración del reactivo A= L-ramnosa 
B: concentración del reactivo B= prunina 
P: concentración del producto P=H2O 
Ka, Kb: constantes cinéticas (combinación de constantes de velocidad de 
distintas etapas de la reacción equivalentes a constantes de Michaelis en 
concentración saturante del otro reactivo). 
Apéndice-B: Cinética de la síntesis de narirrutina 
 
 
175 
Kia, Kib, Kip: constantes de inhibición (equivalentes a las constantes de 
disociación en estos casos). 
Si obedece a un mecanismo Ping-Pong, el esquema según la notación 
de Cleland (Cleland 1963 I) sería: 
 
           A                 P                                   B                  Q 
 
 
    
    E                EA                     F                        FB                E 
                      EF                                              EQ 
 
F: forma modificada de le enzima 
Para un mecanismo Ping-Pong Bi-Bi se obtiene de la misma manera la 
expresión  
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Debido a que P=[H2O], aparece también en este caso un término 
constante en el denominador y ambas ecuaciones tienen la forma general 
 
                         
ABBA
BA
v
ba
m
i +++
=
χχχ
ω
0
. 
       (B.1.3.) 
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ωm, χ0, χa, χb son combinaciones de las constantes de las ecuaciones 
B.1.1 y B.1.2 (los dos mecanismos se hacen en este caso cinéticamente 
indistinguibles)  
Ecuaciones derivadas por el tratamiento de Cleland para un 
mecanismo de Theorell Chance y para un mecanismo Bi-Uni cuando P es 
distinto de cero también conduce a una ecuación de velocidad inicial general 
similar a la (B.1.3). Para un mecanismo Bi-Bi secuencial al azar las 
ecuaciones provenientes del tratamiento del estado estacionario son mucho 
más complicadas aún para las velocidades iniciales, sobre todo para el caso 
que inicialmente P es distinto de cero. En este caso se puede aplicar la 
simplificación consistente en suponer que las reacciones de asociación y 
disociación de reactivos y productos son mucho más rápidas que las de 
isomerización de los complejos formados (esta suposición se cumple muy 
frecuentemente). El tratamiento se denomina “mecanismo al azar de 
equilibrios rápidos” (Segel 1975). La aplicación de este tratamiento también 
conduce a una ecuación de velocidad inicial similar a la (B.1.3) 
 
B.2. Inhibición por unión del sustrato L-ramnosa al sitio 
del aceptor (prunina) 
El tratamiento matemático para encontrar las ecuaciones de velocidad 
en este tipo de inhibición depende del mecanismo de la reacción, en general 
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se reemplaza en la ecuación para una inhibición “sin salida” la concentración 
[I] del inhibidor por la del sustrato que inhibe, en este caso A (L-ramnosa). 
Para sistemas en estado estacionario el procedimiento para encontrar 
expresiones de velocidad con inhibición “sin salida”consiste en “multiplicar 
por el factor (1 +
iK
I
) a los términos que aparecen en el numerador de la 
ecuación de distribución de la forma de la enzima al que se une el inhibidor” 
(Cleland 1963a) . Las ecuaciones de distribución para las distintas formas 
(complejos transitorios, complejos centrales o formas de la enzima libre) 
están definidos como el cociente entre la concentración de dicha forma 
sobre la concentración total de la enzima, Cleland (1963 I) da expresiones 
de las ecuaciones de distribución para los distintos mecanismos en estado 
estacionario. 
Ejemplo sistema secuencial ordenado en estado estacionario con 
inhibición “sin salida” por unión del inhibidor en el sitio de B del complejo 
transitorio EA. La ecuación de distribución en este caso tiene la forma: 
 
                      
D
KK
BQVK
KK
APVK
AVk
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EA eqia
a
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q
b
2
1
1
2 ++
=                 (B.2.1.) 
D: denominador de la ecuación de velocidad 
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El denominador de la ecuación de velocidad incluye la suma de todas 
las formas posibles de la enzima. Al unirse I a EA aparece una nueva forma 
de la enzima, EAI de acuerdo a: 
 
                                                                Ki 
                                  EA   + I                  EAI   
 
con    
EAI
IEA
K i
⋅
=        de donde:      
iK
IEA
EAI
⋅
=         (B.2.2) 
 
 En lugar de EA hay que considerar entonces: 
 
EA  +  EAI = EA + EA. 
iK
I
= EA . (1 + 
iK
I
)               (B.2.3) 
 
 Por este motivo hay que multiplicar la ecuación (B.2.1) por el factor 
(1 + 
iK
I
). Hay que identificar los términos del numerador de la ecuación 
(B.2.1) en la ecuación de velocidad del sistema secuencial ordenado y 
multiplicarlos por el factor (1 +
iK
I
). Haciendo esto y considerando que en 
la hidrólisis inversa Q=[Nrt]=0 para el momento inicial, se llega a la 
siguiente expresión para la ecuación de velocidad inicial: 
Apéndice-B: Cinética de la síntesis de narirrutina 
 
 
179 
ipieqia
q
eq
q
a
i
bbia
i
K
PAB
K
IPA
V
V
KK
K
P
V
V
K
K
ABBK
K
IAKKK
BAV
v
⋅
+





+++++





++
=
11
. 
2
1
2
1
1          
(B.2.4) 
 
Reemplazando la concentración del inhibidor I por la de A (L-
ramnosa) y ordenando, se llega a la siguiente expresión: 
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0
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AABBA
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v
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m
i
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ω
                  (B.2.5.) 
 
Para aplicar este tratamiento a un mecanismo Ping-Pong Bi-Bi en 
estado estacionario hay que considerar que la forma de la enzima que une a 
la molécula de B es la F (esquema Ping-Pong, sección B.1). Identificando en 
la ecuación de velocidad los términos del numerador de la ecuación de 
distribución para F, multiplicándolos por el factor (1 +
iK
I
), haciendo I=A y 
Q=0 y ordenando se obtiene para este caso la misma ecuación (B.2.5.). 
El tratamiento para la inhibición por sustrato B en el sitio de A para un 
sistema secuencial Bi-Bi al azar con equilibrios rápidos de unión-disociación 
desarrollado en Segel (pag 309, ecuación nº 47). Intercambiando la 
denominación de los reactivos usada por este autor, ordenando y 
combinando la denominación de los coeficientes, se llega también en este 
caso a la misma ecuación general de velocidad inicial (B.2.5). 
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B.3. Inhibición por unión de una molécula adicional de L-
ramnosa a un sitio adicional del complejo central 
Aplicando el tratamiento descripto en la sección B.2. a un sistema 
secuencial ordenado Bi-Bi en el estado estacionario, la ecuación de 
distribución del complejo central es.  
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D: denominador de la ecuación de velocidad 
Multiplicando los términos del numerador de B.3.1 que aparecen en el 
denominador de la ecuación de velocidad por (1 +
iK
I
), haciendo I=A y 
Q=0 y ordenando se llega a la expresión: 
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              (B.3.2.) 
 
Para un sistema secuencial al azar con inhibición “sin salida” en EAB, 
considerando que se forma el complejo IEAB= AEAB y aplicando el 
procedimiento descripto por Segel para la deducción de la ecuación de 
velocidad, se llega también a la ecuación B.3.2. El esquema de un 
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mecanismo secuencial al azar utilizando la notación de Cleland, es el 
siguiente: 
              A            B                                  P         Q  
 
                            EA                                       EQ 
 
               E                           (EAB)         (EPQ)                         E   
 
                               EB                                             EP 
 
                              EB                                            EP 
 
                         B           A                                Q           P 
 
B.4 Inhibición por la unión de una molécula de L-ramnosa 
al sitio de la prunina más una molécula de L-ramnosa a 
un sitio “no exclusivo”. 
Considerando que en el caso secuencial ordenado Bi-Bi en estado 
estacionario tratado en la sección B.2, adicionalmente pueda unirse a cada 
una de las formas de la enzima otra molécula inhibidora de L-ramnosa 
(como inhibidor que no excluye las otras uniones de los complejos, ó “no 
exclusivo”), para obtener la ecuación de velocidad hay que multiplicar cada 
término del denominador por un factor para el inhibidor no exclusivo: (1 + 
jiK
I
2
2 ), donde I2 es la concentración del inhibidor no exclusivo y Ki2j es la 
constante del inhibidor no exclusivo para el complejo “j”. 
Haciendo entonces I=I2=A y ordenando se obtiene la ecuación: 
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Repitiendo este procedimiento para un sistema Ping-Pong Bi-Bi en 
estado estacionario ya inhibido por unión de L-ramnosa al sitio de F, se 
obtiene la misma ecuación para la velocidad inicial.  
La misma ecuación B.4.1 se obtiene también para un sistema 
secuencial al azar con equilibrio rápido si se incluye en el esquema de 
reacción para un inhibidor no exclusivo (Segel, pg 293), la formación de los 
complejos transitorios EA´, IEA´, EAA´e IEAA´ provenientes de la unión de 
una molécula de A (A´) al sitio de unión de B. 
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Conclusiones  
 
 Las α-L-ramnsodiasas son apropiadas para catalizar la síntesis de 
alquilramnósidos, ramnósidos y ramnooligosacáridos  
 La naringina es un buen dador de ramnosilo, en la ramnosilación de 
alcoholes de cadena corta. 
 No se observan diferencias en las reacciones de transglicosilación e 
hidrólisis inversa utilizando L-ramnosa, naringina y p-nitrofenil-α-L-
ramnósido como dadores de ramnosilo en la ramnosilación de 
alcoholes de cadena corta. 
 Del “screening” realizado para estudiar la regioselectividad de α-L-
ramnosidasas provenientes de las cepas: Aspergillus niger HPS 11518; 
Aspergillus niger EZB2-X-25; Penicillum decumbens lote 121H02591; 
Aspergillus terreus CECT 2663 y Penicillum ulaiense 047, por hidrólisis 
inversa con L-ramnosa como dador y prunina como aceptor 
ramnosílico, se observó: 
o α-L-ramnosidasas de las cepas de Aspergillus niger tienen una 
selectividad del 100 % por la unión α (1→ 6). 
o α-L-ramnosidasas provenientes de las cepas de Penicillum 
decumbens; Aspergillus terreus y Penicillum ulaiense, no 
catalizan la síntesis de la unión α (1→6) con absoluta 
regioselectividad  
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 Cuando la enzima α-L-ramnosidasa de Aspergillus niger HPS 11518 
cataliza la ramnosilación de la D-glucosa por hidrólisis inversa para 
formar ramnoglucósidos, no tiene una selectividad del 100 % de la 
unión α (1→ 6), si bien tiene una alta preferencia por esta unión 
frente a las uniones α (1→ 2) y α (1→ 3). Por lo tanto la 
regioselectividad de α-L-ramnosidasa de Aspergillus niger HPS 11518 
no tan solo depende de la fuente de la enzima, sino también del 
aceptor ramnosílico. 
 La L-ramnosa da pequeña cantidades de productos de 
autoramnosilación en las condiciones óptimas de síntesis de 
ramnoglucósidos. 
 En el estudio cinético de la síntesis de narirrutina catalizada por α-L-
ramnosidasa de Aspergillus niger HPS 11518 purificada, no se puede 
distinguir entre un mecanismo secuencial y Ping-Pong, pero se 
observó una fuerte inhibición reversible por sustrato (L-ramnosa) y el 
mejor ajuste de los datos experimentales es para una inhibición 
competitiva junto con una inhibición no exclusiva por sustrato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
